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Bevezetés

Az IL-1B egy ,karmester” citokin, mely szdmos fiziologiai és immunologiai
folyamatot szabalyoz. Kozponti szerepének koszonhet6en aktiv formajanak szekrécioja
szigoruan szabalyozott az un. inflammaszéma multiprotein komplex altal. Az NLRP3
inflammaszéma az egyik leginkabb tanulmanyozott inflammaszomak koz¢é tartozik, mely az
NLRP3 szenzorbol, az ASC adaptorbdl és a kaszpaz-1 enzimbdl all. lrodalmi adatok szerint
az NLRP3 inflammaszoma aktivalodasahoz két kiilon szignal sziikséges. Az elsd, Un.
,»priming” szignal leginkabb a Toll-like receptorok altal, tobb jelatviteli utvonal aktivalasaval
indukalja a pro-IL-1B és az inflammaszéma (NLRP3) tagok expresszidjat. A masodik szignal
az inflammaszoéma komplex 0Osszeépiilésén keresztiil a kaszpdz-1 enzim aktivalédasahoz
vezet, mely az inaktiv pro-lIL-1B-at aktiv citokinné hasitja. A masodik szignalt szamos
patogén-asszocidlt molekularis mintazat (PAMP) és veszély-asszocidlt molekularis mintazat
(DAMP) biztosithatja.

Az NLRP3 inflammaszéma funkcidinak tanulmanyozasara modellként leggyakrabban
human makrofagokat alkalmaznak. A makrofagok képlékeny sejtek, melyek kiilonbozo
morfologiai és funkciondlis tulajdonsdgok alapjan csoportosithatéak. A human monocitabdl
torténd differencialddasuk nagymértékben fiigg a mikrokdrnyezet stimulusaitdl és a makrofag
koloniastimulalo faktor (M-CSF) vagy a granulocita-makrofag koloniastimulald faktor (GM-
CSF) jelenlététol. A makrofagok az immunvalasz kialakulasanak erds indukalo és szabalyozo
sejtjei. Ezek az immunsejtek nemcsak a fertdzés vagy sériilés altal kivaltott gyulladas
kialakuldsadban, hanem a gyulladési folyamatok leallitdsaban, a sebgyodgyulasban és a szoveti
regeneracioban is kdzponti szerepet jatszanak.

Célunk egy Osszehasonlito tanulmany elkészitése volt, mely az NLRP3
inflammaszéma aktivalodds dinamikai és molekularis mechanizmusait vizsgalja human
monocita eredetli, M-CSF jelenlétében (M-MF) vagy GM-CSF jelenlétében (GM-MF)
differencialodott makrofagokban LPS kezelést kovetden. Tovabba munkénk soran
megvizsgaltuk a természetes eredetli, immunmodulalo Aloe Vera hatasat is a makrofagokra,
amit a hagyomanyos orvoslasban elsésorban a fertézések, a gyulladas és a sebgydgyulasban

alkalmaznak.



2. Irodalmi hattér

2.1. Veszély- és patogén asszocialt molekularis mintazatok

A természetes immunrendszer sejtjei képezik az elsédleges védelmi vonalat a patogén
organizmusokkal szemben, melyeket a patogén-asszocialt molekularis mintazatok (PAMP)
altal a mintazatfelismerd receporok ismernek fel. Ugyanakkor a sajat eredetii molekulak vagy
exogén, nem fertéz0 anyagok, un. veszély- (vagy karosodds) asszocialt molekularis
mintazatok (DAMP) is képesek aktivalni a természetes immunsejteket. A PPR receptorok
aktivalodasa tobbek kozott citokinek termelédéséhez vezet, mely mind a patogének altal

kivaltott mind pedig steril gyulladas kialakulasat indukalhatja.

2.2. Nod-like receptorok

Az Nod-like receptorokat tipikus harmas domén szerkezet jellemzi. Az N-terminalis fehérje-
fehérje interakcioban szerepet jatszo domén, a kdzponti elhelyezkedéstt NACHT domén (vagy
NBD — nukleotidot kotd domén), mely az oligomerizacidért felelés és a C-terminalis
leucinban gazdag szekvencia (LRR), mely a ligandot ismeri fel. Az NLR fehérjék specifikus
PAMP ¢és DAMP mintazatokat érzékelnek. Emberben eddig 22 NLR tagot azonositottak,
melyeket az N-terminalis domének alapjan 5 alcsaladba sorolhatunk: NLRA, NLRB, NLRC,
NLRX ¢és NLRP. A legjobban karakterizalt funkcioik alapjan tovabbi 3 alcsoportot
kiilonithetiink el. Egyes tagok inflammaszoma képzésre képesek, igy nélkiilozhetetlen
szerepet jatszanak az IL-1B és IL-18 pro-inflammatorikus citokinek érésében. Egy masik
alcsoport tagjai képesek a szignal Utvonalakat pozitiv vagy negativ mdodon szabalyozni.
Erdekes médon, a harmadik alcsoport a reprodukciéban és az embrionélis fejlédésben jatszik
fontos szerepet, mely bizonyitja, hogy az NLR-ek nem csak az immunfolyamatok

szabalyozasaban vesznek részt.

2.2.1. Inflammaszomak

Az inflammaszomakat el6szor a Tschopp munkacsoport irta le 2002-ben, mint egy
NLR szenzor, ASC adaptor és kaszpaz-1 cisztein proteazbdl felépiild fehérjekomplexet.
Habar a fehérjekomplex az aktivatorok széles skaldjat képes felismerni, a kiilonbdzo
inflammaszémék azonos effektor funkciot latnak el. A stimulaciét kovetden a tagok
oligomerizalodnak, ami a kaszpaz-1 enzim aktivalodasahoz vezet, mely elsddleges szerepe a

pro-inflammatodrikus IL-1f és az IL-18 citokinek hasitasa.



A kaszpaz-1 prekurzor formaban szintetizalodik, majd a pro-kaszpaz-1 auto-
proteolitikus hasitasok révén aktivalodik, mely a nagy (p20) és a kis (pl10) alegységek
felszabaduldsahoz vezet. Az inflammaszoma ilyen modon torténd, hagyoményos aktivalodasa
mellett 1étezik egy alternativ aktivalodasi folyamat is. Ebben az esetben a kaszpaz-1 enzim
helyett a kaszpaz-11 (egérben) vagy a kaszpaz-4 és -5 (emberben) jatszik szerepet.

A gyulladasos és immunfolyamatokban betdltott nélkiilozhetetlen szerepe miatt az IL-
1B egy fontos regulator citokin. Az IL-1B nemcsak mas gyulladasos citokinek és kemokinek
termel0dését szabalyozza, de indukalja az endotél sejtek felszinén az adhézids molekuldk
az IL-1p vazodilataciot okoz, valamint hozzajarul a fijdalom, a laz kialakuldsdhoz is, igy
joggal valt a helyi és szisztémdas gyulladds egyik legfobb résztvevdjévé, mely szamos

betegség kialakulasahoz vezethet.

2.3. NLRP3 inflammaszoma

Az NLRP3-at 2002-ben PYPAF1 vagy Cryopyrin néven irtak le és mara az NLR
csalad leginkabb tanulmanyozott tagjava valt. Az NLRP3 inflammaszoma miikodésének
zavara sulyos gyulladdsos megbetegedésekhez vezet, ami a kontrollalatlan IL-1P termelddés
kovetkezménye. A betegségek egyik csoportjat képezik az un. Cryopyrinopatidk nevil
autoimmun betegségek, melyek szamos szovetre, koztiik az iziiletekre és a borre kiterjedd,
visszatérd szisztémas gyulladassal jellemezheték. Tovabba az NLRP3 inflammaszoma
aktivalodasa fontos szerepet jatszik bizonyos fehérjeszerkezeti betegségek (pl.: Prion
betegségek, Alzheimer-kor, Parkinson-kdr), metabolikus zavarok (pl.: 2-es tipusu diabétesz),
bizonyos foglalkozasokkal 0Osszefiiggd megbetegedések (pl.: szilikozis, azbesztozis) ¢€s
kiilonb6z6 allergias betegségek patogenezisében is.

Az IL-1B kozponti szerepének koszonhetden az NLRP3 inflammaszoma aktivalodasa
egy szigoruan szabalyozott, két szignalt igényld folyamat, mely transzkripcios szinten és
poszt-transzkripcios szinten egyarant kontrollalt. Az elsd szigndl az Un. ,priming” tipikusan
PAMP-ok altal aktivalt Toll-like receptorokon keresztiill valésul meg. Ez a folyamat
sziikséges a pro-IL-1P és az inflammaszoma tagok expresszidjahoz szamos jelatviteli utvonal
aktivalodasan keresztiil (JNK, ERK, p38 MAPK ¢és NF-kB). A masodik szignal az
inflammaszéma Komplex dsszeépiiléséhez vezet, mely soran aktiv IL-1f citokin szekretalodik

a sejtbdl. Ezt a szignalt szdmos mikroba eredetli (PAMP) és veszély (DAMP) molekula



beindithatja. Ma mar altalanosan elfogadott, hogy az NLRP3 inflammaszoma-medialt IL-1f3
szekrécio akar patogén hianyaban is bekovetkezhet, un. steril gyulladasok soran.

Mivel a molekuldk széles tarhdza képes aktivalni az NLRP3 inflammaszomat,
feltételezhetjiik, hogy ezeket nem kozvetlentil érzékeli az NLRP3, mely felveti egy altalanos
molekuléaris mechanizmus szerepét. Szamos elmélet sziiletett arra, hogy az NLRP3 aktivacio
milyen mechanizmusokon keresztiil torténhet. Ilyenek példdul az intracelluldris K* szint
csokkenés (K* “efflux”); az mtROS vagy mtDNS felszabadulas vagy a lizoszomalis

katepszinek felszabadulasa.

2.3.1. K "efflux”, mint NLRP3 inflammaszéma aktivator

Az NLRP3 inflammaszoma egyik f6 aktivatoraként az intracellularis K™ szint
csokkenést azonositottdk, mely aktivalja a kaszpaz-1 enzimet. A K  efflux” mind a
mikrobidlis toxin, a nigericin, mind pedig az extracelluldris ATP hatasara kialakulhat. A
gyulladas és a szoveti kdrosodas nagy mennyiségii ATP felszabaduldshoz vezethet, mely a
P2X7 receptoron keresztiil, mint ,,veszély szignal” aktivalja az NLRP3 inflammaszomat. Az
extracellularis ATP koncentracigja ektonukleotiddzok altal szabéalyozott. A CD39 az ATP-t
hidrolizalja AMP-v¢, amit a CD73 bont tovabb adenozinnd. Az adenozin négy transzmembran
receptort képes aktivalni (Al, A2a, A2b ¢és A3), mely szadmos fiziologiai folyamatot

szabalyoz.

2.3.2. ROS, mint NLRP3 inflammaszoma aktivator

A legtobb cellularis ROS (Reactive Oxygen Species) a mitokondriumokbol szabadul
fel. Kimutattdk, hogy az aktivacidé sordn az NLRP3 a mitokondriumok kozelében
lokalizalodik, mely arra engedett kovetkeztetni, hogy érzékelheti a felszabadul6 ROS-t. Az
utdbbi években pedig szamos tanulmany bizonyitotta, hogy az mtROS megkotése gatolja az
NLRP3 inflammaszoma mikodését. Mindemellett kutatasok azt is kimutattak, hogy
megndvekedett intracellularis ROS esetén, az oxidativ stressz mediator, a TXNIP
(thioredoxin-interacting protein) fehérje képes az NLRP3-hoz kotddni, mely az

inflammaszoma aktivaldodasahoz vezet.

2.3.3. Mitokondrium karosodas, mint NLRP3 inflammaszéma aktivator
Az mtROS mellett a kdrosodott mitokondriumbdl felszabadulo oxidalt mitokondrialis
DNS (mtDNS) is képes az NLRP3 inflammaszomat aktivalni. A legfrissebb kutatasok szerint
6



a karosodott mitokondriumok intracellularis felhalmozodasa, ezaltal az mtDNS fokozott
felszabaduldsa a citoplazmaba a hibdsan mikodé autofdgia mechanizmusdnak a

kovetkezménye, mely az NLRP3 inflammaszoma hiperaktivaciojat is okozza.

2.3.4. A lizoszomalis destabilizacio, mint NLRP3 inflammaszoma aktivator

Az antigénprezentald sejtek altal fagocitalt steril szemcsék vagy kristalyok a lizoszéma
membranjanak kéarosodasat idézik eld, ezaltal lehetéséget teremtve a lizoszomalis protedzok,
tobbek kozott a katepszin B felszabadulasara, melyrdl kimutattak, hogy szerepet jatszhat az
NLRP3 inflammaszoma aktivalodasaban. Ugyanakkor a lizoszoma karosodasa az
intracellularis Ca®* szint névekedését is eredményezi, mely feltételezések szerint kulcs

szerepldje lehet az NLRP3 inflammaszoma funkciojanak.

2.3.5. Az NLRP3 inflammaszéma intracellularis lokalizacidja

A sejt nyugalmi allapotaban a legtobb NLRP3 fehérjét a citoplazmaban homogénen
elhelyezkedve, az endoplazmatikus retikulumhoz (ER) asszocialtan mutattdk ki. Az
inflammaszoma aktivacidja soran az NLRP3 a sejtmag koré lokalizalodik €s az ER-hoz és a
mitokondrium-asszocialt ER membranhoz tarsul. A legajabb kutatasok azt is kimutattak, hogy
az NLRP3 képes a MAVS (mitochondrial antiviral signaling) fehérjével kapcsolodni, mely az

oligomerizaciodjat indukalja, ezaltal a kaszpdz-1 enzim aktivaciojat okozza.

2.4. TLR4, a lipopoliszacharid receptora

A Toll-like receptorok kulcsfontossagli szerepet jatszanak a természetes immunitas
aktivalodasaban. Beutler munkacsoportja fedezte fel, hogy a TLR4 receptor a
lipopoliszacharid (LPS) érzékelésére képes, mely a Gram-negativ baktérium jellegzetes
membrankomponense. Szamos tanulmany bizonyitja, hogy huméan makrofdgokban az LPS
stimulaciot kovetén tobb jelatviteli tvonal is aktivalodik, tobbek kozott az NF-kB, az ERK
1/2, JNK és a p38 MAPK, kovetkezésképpen a transzkripcios faktorok megannyi gyulladasos

mediator atirodasat szabalyozzak.

2.5. Makrofagok

A makrofagok az immunvalasz kialakulasanak erds indukalo és szabalyozo sejtjei. A

csontveldben talalhatdo hematopoetikus dssejtekbdl szarmaznak, melyek a véraramba keriilve
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monocitava, majd a kiilonbozd szovetekbe vandorolva makrofagga differencidlédnak, mely
nemcsak fertézés esetén, de normdl korilmények kozott is végbemegy. A makrofagok
fejlédése ¢€s polarizacioja nagymértékben fiigg a specifikus mikrokornyezettdl, ebbol
kovetkezik, hogy a sejtek meglehetdsen képlékenyek és az egyes populacidk mas és mas
morfologiaval valamint funkcioval rendelkezhetnek. Az id6 sordn szamos protokoll alakult ki
a makrofagok rendszerének in vitro koriilmények kozott torténd vizsgalatara. Kisérleti
egerekben a makrofagok mind a peritoneumb6l mind pedig az alveolaris ,lavage”-bol
izolalhatoak, illetve a csontvelébdl M-CSF jelenlétében differencialtathatok. Ezzel szemben a

.....

torténik M-CSF (M-MF) vagy GM-CSF (GM-MF) jelenlétében.

2.5.1. M-CSF jelenlétében differencialédott makrofagok (M-MF)

TLR aktivaciot kovetéen az M-MF-on végzett vizsgalatok kimutattak a pro-
inflammatorikus citokinek, mint az IL-1 és IL-8 alacsony szintli, ugyanakkor az anti-
inflammatorikus cikokinek, mint az IL-10 expresszidjanak fokozott expresszidjat. Az IL-10
gatolja az aktivalt makrofagok és dendritikus sejtek funkcioit, ennek kdszonhetéen fontos
szerepet jatszik a természetes immunreakciok szabalyozasaban. Mivel az 1L-10-et ezek a
sejtek is képesek termelni, ezaltal a sejt sajat funkcidit is kontrolldlja egyfajta negativ
visszacsatolasként. Irodalmi adatok alapjan az M-CSF altal differencialodott makrofagok

legf6bb tulajdonsagai a szoveti regeneracioban és az immunfolyamatok szabalyozasaban van.

2.5.2. GM-CSF jelenlétében differencialodott makrofagok (GM-MF)

A GM-MF-ok fokozott inflammatorikus tulajdonsaggal rendelkeznek, ugyanis a
gyulladasos citokinek, mint az IL-1B, IL-6, TNFa, és kemokinek, mint a CCL22, CCL24,
CCLS5 és CCLI1 expresszidja fokozott mértéket mutat. Tovabba a GM-MF-ok nagymértékben
fejeznek ki CD86 és CD80 kostimulacids, valamint a HLA-DR molekuldkat, ami egytttal az

antigén prezentalasban jatszott fontos szerepiikre is utal.

Mindazonaltal fontos megjegyezni, hogy a GM-CSF kezelés az egér csontveldi
eredetli sejtek esetében a dendritikus sejtek kialakuldsat indukalja, mialatt a makrofagok
differencidloddsdhoz rendszerint M-CSF kezelést alkalmaznak. Ezzel szemben humén
monocitadkbdl GM-CSF ¢és IL-4 kozos kezelés kovetkeztében differencidlodik dendritikus sejt.
A human makrofagok funkcidinak tanulmanyozasara pedig a monocitadkb6l M-CSF és GM-

CSF jelenlétében differencialodott sejteket hasznaljak. Azonban ez a két faktor eltérd
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tulajdonsagn makrofagok kialakulasat eredményezi, ugyanis az M-CSF egy anti-
inflammatorikus, ezzel szemben a GM-CSF egy pro-inflammatérikus makrofag populaciot

general.

2.6. Aloe vera, egy természetes, immunmodulalo szer

A gyulladasos megbetegedések legfébb kezelési stratégidja régota a szintetikus
gyulladast gatlé gyogyszerek alkalmazasan alapszik. Ugyanakkor manapsag egyre inkdbb n6
az érdeklddés az alternativ, természetes orvossagok irant, mely kisebb kockazattal okoznak
mellékhatasokat.

Az Aloe novények koziil csak par fajta rendelkezik kereskedelmi jelentOséggel,
melyek koziil az Aloe barbadensis miller, az altalanosan csak Aloe vera-nak nevezett novény
a leghatékonyabb. Az Aloe vera gyodgyaszati alkalmazasa tobb mint 2000 évre nyulik vissza
¢s tobbek kozott Kindban, Indidban és Japanban volt kozkeletli. A levél gél allomanyaban
tobb mint 75 aktiv komponenst azonositottak eddig ¢és szdmos koziilikk rendelkezik
immunmodulalé tulajdonsaggal.

Az Aloe vera-t altalaban kiils6leg, kiilonb6z6 borbetegségekre, sériilésekre
alkalmaztak, mint vagasok, ¢égési sériilések és az ekcéma kezelése. Az Aloe gél
sebgydgyulasra gyakorolt jotékony hatdsanak hatterében szdmos mechanizmust azonositottak,
szintézis fokozasa ¢€s a gyulladas csokkentése.

Kutatasok szerint az Aloe vera gél anti-inflammatorikus tulajdonsaga a kiilonboz6
gyulladasos citokinek (pl.: TNFa, IL-1B, IL-6) gatlasan keresztiil valésul meg. Néhany
Osszetevo, mint a poliszacharidok vagy az antrakinon szarmazék, az emodin azonban képesek
a makrofagokat és az NK sejteket aktivalni. A gyulladast gatlé hatasa mellett az Aloe vera
rendelkezik mikrobaold, antioxidans, tumor ellenes és antidiabetikus hatassal is..

Mindazonaltal az Aloe vera olcsé és konnyen hozzaférhetd, alkalmazasa egyszerd,

mely tulajdonsagok alkalmassa teszik egy széleskori terapias felhasznalasra a jovOben.



2.7. Célkitiizések
Cél 1. Az NLRP3 inflammaszoma-medialt IL-1f termelés vizsgalata human GM- és M-
makrofagokban
Habar az NLRP3 inflammaszoma az egyik leginkabb tanulméanyozott inflammaszéma
komplex, eddig nem késziilt Osszehasonlitdé vizsgdlat, mely a kiilonb6z6 modon
differencialtatott (M-CSF vagy GM-CSF) human makrofagok LPS-indukalt, NLRP3
egy képlékeny, kiilonb6z6 morfologidval és funkcidval jellemezhetd heterogén populaciot
képeznek a szervezetben, a korabbi tanulmanyok leginkabb az daltalanos génexpresszios
kiilonbségekre ¢és néhany funkciobeli eltérésre fokuszaltak. Annak érdekében, hogy jobban
megértsilk az NLRP3 inflammaszoma szabalyozasat a kiilonb6z6 human makrofagokban,
célul taztiik ki:
e az LPS-aktivalt M- és GM-makrofagok 1d6fliggd citokin termelésének vizsgalatat.
e az NLRP3 inflammaszéma-fiiggd kaszpaz-1 enzim szerepének feltérképezését az LPS-
indukalt IL-1B termelésben mindkét makrofag tipus esetében.
e a jelatviteli utvonalak és az inflammaszéma komponensek expresszidjanak vizsgalatat
mindkét makrofag tipusban
e a felszabaduld endogén ATP ¢és az adenozin hatasanak vizsgéalatait az IL-1fB
termelésben
e az M-MF daltal termelt nagy mennyiségli IL-10 citokin szerepének meghatarozasat a

sejt IL-1p termelésében.

Cél 2. Az immunmodulalé Aloe vera hatasanak vizsgalata a human makrofagok LPS-
indukalt gyulladasos citokin termelésére és az NLRP3 inflammaszoma expressziojara
Habar tobb tanulmany foglalkozik az Aloe vera antioxidans, mikrobadlé és anti-
inflammatorikus tulajdonsagaival, szerepét a pro-inflammatorikus IL-1p termel6désben eddig
még nem hataroztak meg. Ezért célul tiiztiik ki az Aloe vera hatasanak vizsgalatat:

e a human makrofagok altal termelt citokinek szekrécidjara.

e az NLRP3 inflammaszoma tagok, valamint a pro-1L-1p expresszidjara.

e alegfontosabb LPS-indukalt jelatviteli utvonalak aktivaciojara.

e az ATP szenzor P2X7 receptor expresszidjara.
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3. Metodikak

Reagensek

Escherichia coli-bol szarmazé ultrapure LPS az InvivoGen cégtdél (San Diego, CA, USA), az
ATP, az A740003 (szelektiv P2X7 purinoceptor antagonista), az ARL67156 (ekto-ATPaz
inhibitor), az apiraz (nagy aktivitast), a ZM241385 (A2a-specifikus antagonista), a PSB1115
(A2b-specifikus antagonista), a DPCPX (Al-specifikus antagonista) és a VUF5574 (A3-
specifikus antagonista) a Sigma-Aldrich cégt6l (St. Louis, MO, USA) szarmaznak. A Z-
YVAD-FMK (kaszpaz-1 inhibitor) a BioVision Technologies cégtél (Milpitas, CA, USA) lett
megvasarolva. Az Anti-human IL-10 a Thermo Fisher Scientific cégtél (San Diego, CA,
USA) a rekombinans human IL-10 pedig a PeproTech-t61 (Rocky Hill, NJ, USA) lett
beszerezve.

A kereskedelmi forgalomban kaphato Aloe vera gélt (Forever Living Products Hungary Ltd)
2000 rpm sebességgel 30 percen 4t centrifugaltuk, majd a tiszta feliiliszot hasznéltuk a

kisérleteinkhez. Tovabba minden alkalommal alkalmaztunk megfeleld oldoszer kontrollt is.

THP-1 sejtek tenyésztése és makrofagokka torténé differencialtatasa

A THP-1 huméan monocita eredeti sejteket (ATCC TIB-202) 2mM L-glutamin tartalmt
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tapoldatban tenyésztettik 10%
héinaktivalt FCS és 500 U/ml penicillin-sztreptomicin (Thermo Fisher Scientific) mellett. A
THP-1 sejteket 0.5 uM phorbol myristate acetate (Invivogen) jelenlétében 3 6ran keresztiil
differencialtattuk, majd 3x mostuk PBS-ben ¢és 1,3x10° /ml stiriségben tenyésztdedényekbe
tettiik. 24 ora elteltével a sejteket 100 ng/ml LPS-sel kezeltiikk Aloe vera jelenlétében vagy

hianyaban.

Monocita izollalas és makrofag differenciacio

A human vérkészitményeket (buffy coat) a Regiondlis Vérellato Kozpont bocsatotta
rendelkezésiinkre az Orszagos Vérellatd szolgalat igazgatdjanak, valamint a Regionalis és a
Debreceni Egyetem Szervezet Kutatasetikai Bizottsagdnak jovahagyasaval. Minden vérvétel a
donorok eldzetes informalasaval és beleegyezésével tortént. A mononuklearis seteket Ficoll
Paque PLUS siiriiséggradiens alapjan izolaltuk, majd a CD14" monocitdkat anti-CD14
konjugalt mikrogyongyok (Miltenyr Biotec, Bergish Gladbach, Germany) segitségével
kiilonitettiik el. A monocitakat 24-lyuku tenyésztéedényekbe, 2mM L-glutamin tartalmu és
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10% hdéinaktivalt FCS-sel és 500 U/ml penicillin-sztreptomicin antibiotikummal kiegészitett

M-CSF (PeproTech) vagy 80 ng/ml GM-CSF (Gentaur Molecular Products, Kampenhout,
Belgium) jelenlétében tortént. A 2. napon az M-CSF-et és a GM-CSF-et ujrapotoltuk. A
differenciacidé 5. napjan a makrofagokat (M-MF, GM-MF) adott id6tartamig LPS-sel (500
ng/ml) stimulaltuk. Az aktivacios id6 leteltével a sejtek begyiijtését megelé6zéen ATP (SmM)
kezelést végeztiink 45 percen keresztiil. Néhany kisérletben az izolalast kovetden CD14"

monocitakat kezeltiink LPS-sel.

Eletképességi teszt

A monocitikat 96-lyuku sejttenyészté edényekbe helyeztiik 2x10° db/lyuk siirliségben. A
differenciacié 5. napjan a makrofagokat (M-MF, GM-MF) LPS-sel aktivaltuk az adott
iddintervallumig. A kezelést kovetéen a sejtek felilluszojat 100 ul MTT-t [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyltetrazolium bromide] tartalmaz6 PBS-re (0,5 mg/ml)
cseréltiik. A sejteket ezutdn 2-4 Oran keresztiil 37°C-on inkubéltuk, majd a formazéan
kristalyokat 100 pl szolubilizald oldat (81 v/v% isopropanol, 9 v/v% 1M HCIL, 10 v/v%
TritonX-100) hozzaadasaval oldottuk fel. A szinintenzitast FlexStation 3 Microplate Reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) segitségével 550 nm-en mértiik. A kisérleteket

minden esetben harom technikai ismétléssel végeztiik.

ATP koncentracio meghatarozas
A makrofagok feliiluszojat begytjtottiik, lecentrifugaltuk és a sejtmentes feliiliszobol az
,»ATPlite” lumineszcens kit (PerkinElmer, Budapest, Hungary) segitségével hataroztuk meg

crer

1420 Victor2 fluorimeter-luminometer (Wallac Oy, Turku, Finland) késziilékkel detektaltuk.

ELISA

A begylijtott feliiliszokat lecentrifugaltuk, majd a tovabbi felhasznalasig -20 ° C-on téaroltuk.
Az IL-6, TNFa, IL-10 és IL-8 citokineket az ATP kezelés el6tt gyijtott feliiliszokbol
detektaltuk. Az IL-1PB citokin koncentraciojat az ATP-vel kezelt és kezeletlen sejtek
feliiluszo6jabol is meghataroztuk ELISA modszerrel. A modszer kivitelezése a gyartod cég altal
meghatarozott leirasok alapjan tortént (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) és a mérést a

FlexStation 3 Microplate Reader késziilékkel végeztiik. A detektalasi hatar az egyes citokinek
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esetében az alabbiak: az IL-1P és az IL-8 esetében 0.8 pg/ml, az IL-10 és a TNFa esetében 2
pg/ml az, valamint 2.2 pg/ml az IL-6 esetében.

RNS izolalas és RT-PCR
A sejtekbdl TriReagens (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA) segitségével

spektrofotométerrel (NanoDrop ND1000; Promega Biosciences, Madison, WI, USA)
hataroztuk meg. Az adott mennyiségii RNS-t DNaz enzimmel (Ambion, Austin, TX, USA)
kezeltiik, majd a reverz transzkripciot SuperScript Il Reverz Transzkriptazzal és oligo dT

primerekkel (Thermo Fisher Scientific) végeztiik.

Valos ideji kvantitativ PCR (QPCR)

A mintdkbol a PCR mérést az ABI Step One Plus késziilék (Thermo Fisher Scientific)
segitségével végeztik. Az amplifikacids reakciokhoz ,,TagMan” primereket és probakat
(Thermo Fisher Scientific), Taq DNS Polimerazt (Fermentas, Vilnius, Lithuania) és Rox
referencia festéket (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk. A génexpresszid relativ
mennyiségét a ACT modszer segitségével hataroztuk meg és ciklofilin haztartdsi génekre

normalizaltuk.

Western Blot analizis

A sejteket begytjtottiik és lecentrifugaltuk. A feliiluszobol a fehérjéket 20%-0s
triklorecetsavval (TCA) precipitaltuk, majd a pellet acetonos mosasat kovetéen a mintakat
beszaritottuk és ,,loading” pufferben vettiik fel (62,5 mM Tris-HCI, pH 8.8, 25 % glicerol, 2
% SDS, 1 % PB-merkaptoetanol és 1 % bromfenolkék). A sejteket ugyancsak ,,loading”
pufferben lizaltuk. A mintafelvitel el6tt minden mintat 10 percig 100°C-on inkubaltunk. A
fehérjéket SDS poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk szét ¢€s nitrocelluloz
Membranra transzferaltuk. Ezt kovetden a membranokat 1 oran keresztiil 5%-os sovany
tejport tartalmazod Tween-TBS-ben blokkoltuk. A membranokat ezutan elsédleges
ellenanyagokkal jeloltiik egy éjszakan at 4°C-on: pro-l1L-1B, procaspase-1, Aktl és ASC
(Santa Cruz Biotechnology), hasitott IL-1p (p17) és hasitott caspase-1 (p20) (Cell Signaling
Technology), NLRP3 (AdipoGen), P2X7R (Alomone labs), p-Akt (S473) (R&D systems), p-
ERKZ1/2 (Sigma-Aldrich), p-IxBa, IkBa, ERK1/2, p-SAPK/INK, SAPK/INK, p-p38 és p38
MAPK (Cell Signaling Technology). Masnap az elsddleges antitestnek megfeleld HRP-
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konjugalt, masodlagos antitesttel (Bio-Rad Laboratories) inkubaltuk a membréanokat 1 6ran at
szobahOmérsékleten. A fehérjéket Supersignal West-Pico peroxide/luminol kit (Pierce
Biotechnology) segitségével tettiikk lathatova. A kiilonb6z6 mintdk egyenld fehérje

mennyiségét a B-aktin (Sigma-Aldrich) expresszidjanak kimutatasaval hataroztuk meg.
Kaszpaz-1 enzimaktivitas méreés

A kaszpaz-1 aktivitasat a sejtek lizatumabol hataroztuk meg acetilalt, AMC-konjugalt
fluorimetrikus  peptid  szubsztrat — Acetyl-Tyr-Glu-Val-Asp-7-amino-4-methyl-coumarin
(AnaSpec) segitségével. A sejteket lizispufferben 30 percig inkubaltuk jégen (50 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.5 % Nonidet P-40, 1 mM PMSF, 1 pug/ml
aprotinin, 0.5 pg/ml pepstatin, 1.25 pg/ml leupeptin and 1 mM DTT). Centrifugélést (10 000
g, 10 min at 4 °C) kdvetden 30 pg fehérje lizatum feliiluszojat 100 pl lizis pufferben 40 uM
szubsztrattal (végsé koncentracid) inkubaltuk szobahdmérsékleten ,,mikrotiter plate” —en. Az
AMC felszabadulasabol szarmazé fluoreszcencia ndovekedést 460 nm-en detektaltuk, 355 nm

excitacios hullamhossz mellett (Wallac 1420 Victor2 fluorimeter-luminometer).

SiRNA transzfekcio

A differencidcid 3. napjan a sejtek feliiliszojat osszegytijtottiik, a sejteket PBS-es mosast
kovetéen OptiMEM oldatban (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) vettiik fel. A sejteket NLRP3
specifikus siRNS vagy negativ kontroll siRNS (Ambion) jelenlétében elektroporaltuk (Gene
Pulser Xcell, Bio-Rad). Végiil a sejteket (1x10° cells / ml) 24-1yuk szdvettenyészté edénybe
helyeztiik vissza és az 5. napon a makrofagokat (M-MF, GM-MF) LPS-sel kezeltiik (500
ng/ml).

Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseink soran a szignifikans kiillonbség megallapitasdhoz Student-féle t-
probat végeztiink. Az adatokat a szamtani kozép (mean) standard deviacié £SD alapjan
prezentaljuk. A tobbszords Osszehasonlitdsokhoz egyfaktoros ANOVA analizist végeztiink

post-hoc (Bonferroni) modszer kiegészitéssel.
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4. Eredmények
4.1. Az NLRP3 inflammaszéma-medialt IL-1p termelés vizsgalata GM-CSF
és M-CSF altal differencialtatott human makrofagokban.

4.1.1. Az LPS kezelés az M- és a GM-makrofagok eltéro citokintermelését okozza

Eredményeink azt mutatjak, hogy mindkét makrofag tipus termel TNFa ¢és IL-8
citokineket, de eltéré idbkinetikaval és mennyiségben. Mialatt az M-MF mérsékelt TNFa
szekréciot mutat 6 oras csucsponttal az LPS kezelést kovetden, a GM-MF a 24 6rés kezelés
alatt fokozatosan novekvé mennyiségben termel TNFa citokint. Az IL-8 termelés mindkét
makrofagban folyamatosan névekvd tendenciat mutatott. Az IL-6-ot nehezen tudtuk
detektalni az LPS-aktivalt M-MF-ok feliiluszojabol, ellenben a GM-MF-ok bdségesen
szekretaltdk a citokint. Ezzel szemben megfigyeléseink szerint az LPS kezelés az M-
makrofagokban indukalta az IL-10 termelést, mialatt a GM-makrofagok esetében nem
detektaltunk IL-10 felszabadulést.

Mivel szdmos kutatocsoport kimutatta, hogy a makrofagok IL-1B termelésé¢hez
sziikség van ATP kezelésre, mind az ATP kezelt és kezeletlen sejtekrdl begytjtottiik a
feliiluszokat. Meglepd modon azt tapasztaltuk, hogy ATP kezelést kdvetéen az M-MF nagy
mennyiségben szekretalt IL-1B-at az LPS kezelés utan 2 6raval, aminek a szintje gyorsan
csokkent idével. Ezzel szemben a GM-MF folyamatosan ndvekvd mennyiségben szabaditott
fel IL-1B-at, mely legnagyobb detektalt koncentracidja Gsszehasonlithato volt az M-MF-ok
maximumaval. Ahogy vartuk, ATP hianyaban az LPS-aktivalt M-MF-ok nem termeltek I1L-13
citokint. Meglepetésiinkre azonban az LPS-aktivalt GM-MF-ok ugyan mérsékelt modon, de

szignifikans IL-1p mennyiséget szekretaltak ATP kezelés nélkiil is.

4.1.2. Az LPS-indukalt IL-1p termelés mindkét makrofaghban kaszpaz-1 fiiggé, NLRP3
inflammaszoma-medialt utvonalon torténik

A kaszpaz-1 szerepének vizsgalatdhoz specifikus inhibitor jelenlétében figyeltiik az
LPS-aktivalt makrofagok IL-1p termelését. Eredményeink szerint a Z-YVAD-FMK inhibitor
kimutattuk, hogy ATP hidnydban az LPS-aktivalt GM-makrofdgoknal tapasztalt IL-1B
felszabadulas is a kaszpaz-1 enzim mitkodésének kdszonheto.

Kordbbi tanulmanyok szerint a csokkent intracelluldris K* szint az NLRP3

inflammaszéma aktivalodasahoz vezet. Hogy tisztdzzuk, melyik inflammaszéma jatszik

15



szerepet az LPS-indukalt IL-1p termelddésben, a makrofagokat KCI-ot magas
koncentracidban tartalmazo tdpoldatban inkubaltuk. Eredményein azt mutatjik, hogy a K*
efflux gatlasaval mindkét makrofag tipus IL-1B termelddése gatolt. Az NLRP3
inflammaszoma szerepét erdsiti az NLRP3 csendesités eredménye is, ahol szintén csokkent

IL-1PB termelddést detektaltunk.

4.1.3. A GM-makrofigok altal felszabaditott ATP nem befolyasolja kozvetleniil az
NLRP3 inflammaszoma aktivaciot

Irodalmi adatok alapjan a monocitdk képesek LPS kezelés hatasara IL-1B-at
szekretalni, mely a felszabadult endogén ATP parakrin vagy autokrin hatdsanak bizonyult,
ami az NLRP3 inflammaszoma aktivaciojahoz vezetett. Ezzel szemben az irodalom szerint az
LPS-aktivalt makrofagok hasonld koriilmények kozott nem szekretalnak IL-1(B-4t, mivel nem
képesek ATP felszabaditdsra. Amikor megvizsgaltuk a makrofagok feliiliszéinak ATP
tartalmat, érdekes modon mar a kezeletlen GM-makrofagokndl detektaltunk ATP
felszabadulast, mely szignifikansan magasabb volt az M-MF-hoz képest. Mindazonaltal az
LPS kezelés csokkentette a GM-MF feliiliszojaban az ATP koncentracidjat 24 ora elteltével.

Az extracellularis ATP a P2X7 receptoron keresztiil aktivalja az NLRP3
inflammaszémat. Mindkét makrofdg esetében az LPS kezelés indukélta a receptor
expresszidjat, mely id6vel az LPS-aktivalt M-MF-nal nagyobb mértékii csokkenést mutatott.
A receptor specifikus inhibitoranak alkalmazasa teljes mértékben gatolta az ATP-indukalt IL-
1B termelddést az LPS-aktivalt makrofagokban. Ugyanakkor a P2X7 receptor gatlasa és az
GM-makrofagoknal hozzidadott ATP hianyaban. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az LPS-
indukalt IL-1 termeldédés a GM-makrofagokban P2X7 receptor fiiggetlen mechanizmus.

4.1.4. A CD39 és CD73 ektonukleotidazok miikodése hozzajarul a GM-MF-ok IL-1p
szekréciojahoz

A CD39 ¢és a CD73 milkddése meghatirozza az extracellularis kornyezetben
felhalmozodo ATP mennyiségét, ezért a kovetkezokben ezen ektonukleotidazok expressziojat
vizsgaltuk a makrofagokban. Eredményeink szerint az LPS kezelés az M-MF-nal nagyobb
mértékben indukalta a CD39 expresszigjat a GM-MF-hoz képest. Ezzel szemben a CD73
kifejezddése az LPS-aktivalt GM-MF esetében volt jelentdsebb és az M-MF csak kismértékii

expressziot mutatott.
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Hogy megvizsgaljuk az ektonukleotidazok hatasat a felszabadul6 endogén ATP
katabolizmuséra és a GM-makrofagok IL-1B termelésére, a sejteket specifikus inhibitorral
(ARL67156) kezeltiik, mely az IL-1p szekrécid csokkenését okozta. Ezek az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a GM-MF-ban nem a felszabadul6 endogén ATP, hanem az

ATP hidrolizisébdl szarmazé mellék- vagy végtermékek okozhatjak az IL-1P szekréciot.

4.1.5. Az adenozin fokozza az LPS-aktivalt GM-MF IL-1p termelését

Az adenozin szerepének tisztazasara el6szor a négy adenozin receptor expressziojat
vizsgaltuk meg LPS-aktivalt M- és GM-makrofagokban. Eredményeink szerint az A2b és A3
receptorok expresszidja erdsen indukalodott, de a hosszabb LPS inkubéciéo mindkét receptor
szintjének csokkenését idézte eld a makrofagokban. Ekdzben az A2a esetében az expresszio
szignifikans novekedését kovetden csak kismértékli csokkenést tapasztaltunk a GM-MF-ban,
ellenben az M-MF-ban ugyancsak dramai modon redukalddott az A2a szintje. A legtobb
idépontban mind az A2a mind pedig az A2b receptor kifejezddése erdteljesebb volt a GM-
MF-ban az M-MF-hoz képest. Erdekes modon egyik makrofagban sem tudtuk detektalni az
Al receptort.

A kovetkezd kisérletekben adenozin receptorok specifikus antagonistajaval kezeltiik
az LPS-aktivalt makrofagokat és azt kaptuk, hogy az A2a és A2b antagonistak csokkentették
az IL-1B termelddést, mialatt az Al és az A3 specifikus antagonistdk nem okoztak
szignifikans valtozast. Tovabba a GM-makrofagok ndvekvd mennyiségli adenozinnal térténd
kezelése fokozta az LPS-indukalt IL-1B szekrécidt. Hasonld eredményeket kaptunk ATP

jelenlétében is. Erdekes modon az adenozin nem befolyéasolta az LPS-aktivalt M-MF-ok IL-

crcr
crer

crer

4.1.6. Az NLRP3 és a pro-IL-1p expressziéjanak, valamint a kaszpaz-1 enzim altal
medialt IL-1p szekrécio vizsgalata GM- és M-makrofagokban

Hogy kideritsiik, milyen molekuléris folyamatok allhatnak még a két makrofag tipus
kozott tapasztalt eltérd IL-1P szekrécid hatterében, megvizsgaltuk az LPS aktivalt NF-kB és
MAPK jelatviteli Gitvonalakat. Eredményeink szerint az ERK1/2 itvonal mar a kezeletlen M-
MF-ban aktivalodik és a foszforilalt fehérje mennyisége LPS kezelés hatdsara fokozodott 30
percig. A GM-MF-ban az LPS 30 percnél indukalta az ERK1/2 foszforilaciojat, ami hamar
leregulalddott. A p38 és a SAPK/JNK aktivacigjdban hasonlo iddkinetikat fedeztiink fel a két
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makrofag tipus kozott, habar az M-MF-ban egy intenzivebb foszforilaciét tapasztaltunk.
Erdekes modon az IkBa foszforilacidja LPS hatisara a GM-MF-ban mar 10 perces kezelésnél
megtortént, mialatt az M-MF-ban az NF-«xB ttvonal csak kés6bb aktivalodott (60 perc).

Ezen kiviil szignifikans kiilonbségeket detektaltunk az NLRP3 szenzor molekula és a
pro-IL-1B expressziojaban is. Az NLRP3 fehérje mar a kezeletlen M-MF-ban is jol
kimutathaté volt, amit az LPS kezelés tovabb fokozott és az expresszi6 2 6éra mulva érte el a
cstcspontot, ezek utdn hamar lecsokkent a fehérjemennyiség. Ezzel szemben a kezeletlen
GM-MF-ban alig volt detektalhaté az NLRP3, de az LPS kezelés erdsen indukalta az
expressziojat, ami 24 oran keresztiil folyamatosan nétt. Eredményeink szerint a pro-1L-1f
termelddéshez sziikség van az LPS aktivaciora mindkét makrofagban. Az LPS erdsen
indukalja a pro-IL-1pB-at, azonban a korai expressziot kovetden az M-MF-ban folyamatosan és
gyorsan csokken, ellenben a GM-MF-ban folyamatosan n6 a fehérje mennyisége.

Mind a sejtek lizatumabol, mind pedig a feliiliszobdl intenziv kaszpédz-1 fehérje
expressziot tudtunk kimutatni az M-MF-ban 2 6rds LPS kezelést kovetden, ami 12 oOrara
szinte teljesen eltlint. A GM-MF esetében az aktiv formaja a kaszpaz-1 enzimnek csak
nehezen volt kimutathatd, habar fokozatosan indukéalodott az LPS kezelésre. Meghataroztuk a
kaszpaz-1 enzim aktivitasat is, mely ATP hianyaban az LPS-aktivalt M-MF-ban alig volt
mérhetd, mindazonaltal az ATP kezelés er6sen fokozta 2 oraig. Meglepd moddon az
enzimaktivitast ATP hianyaban is ki tudtuk mutatni az LPS-aktivalt GM-MF-ban, de hasonld
eredményt kaptunk LPS kezelés nélkiil is. Riadasul az ATP fokozta a kaszpaz enzim

aktivitasat.

4.17. Az M-MF IL-1B termelésének gyors csokkenését a nagy mennyiségii IL-10
szekrécio okozza

ELISA eredményeink azt mutatjak, hogy az M-MF az idoéfliggd LPS kezelés alatt
erdsen ndvekvo mennyiségben termel 1L-10-et, ezzel parhuzamosan viszont csokken az IL-13
szekrécioja. Hogy meghatarozzuk az IL-10 szerepét az IL-1B szint gyors csokkenésében,
rhiL-10 citokinnel kezeltiik az M-MF-ot. A kezelés az IL-1p termelés gatlasat okozta, ezzel
szemben a neutralizal6 ellenanyag (IL-10NE) hatasara fokozott IL-1p szekréciot mértiink.

Az egyik legfontosabb utvonal, melyre az IL-10 hatdssal van, az Akt jelatviteli
utvonal, amit az IL-10 receptorahoz kotddve géatolni képes. Eredményeink szerint az Akt
szignifikansan gyengébb foszforilaciot mutat az LPS-aktivalt M-MF-ban, mint a GM-MF-
ban. Mikor az LPS-aktivalt M-MF-ot rhlL-10 kezelésnek tettiik ki, az Akt foszforilaciojaban
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csokkenést tapasztaltunk az LPS kezeléshez képest, ami arra utal, hogy az IL-10 valoban

gatolja ezt az utvonalat az M-MF-ban.

4.2. Az Aloe vera csokkenti az LPS-indukalt gyulladasos -citokinek
termelodését és az NLRP3 inflammaszoma expressziojat human

makrofagokban.

Az Aloe vera anti-inflammatorikus tulajdonsagat tobb gyulladasos modellben
kimutattdk, ami részben a gyulladasos citokinek, mint példaul az IL-1B szintjének
csOkkentésével valosul meg. Azonban a molekulédris mechanizmust, mely az IL-1p csdkkenés

hatterében allhatnak, eddig még senki nem tanulmanyozta.

4.2.1. A GM-MF-ok sokkal érzékenyebbek az Aloe kezelésre, mint a THP-1 makrofagok

El6szor meghataroztuk az Aloe vera human makrofagok életképességére gyakorolt
hatasat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a 10 v/v % koncentracioban alkalmazott Aloe vera
sem befolyasolta szignifikansan a THP-1 sejtek életképességét. Azonban érdekes modon a
GM-MF-ok esetében mar az 5 v/v % -0s Aloe vera kezelés is a sejtek 50%-nak pusztulasat

okozta, a 10 v/v % koncentraci6 pedig tobb mint a sejtek 70%-at pusztitotta el.

4.2.2. Az Aloe vera szignifikinsan csokkenti az LPS-aktivalt makrofagok
citokintermelését

Eredményeink alapjan az Aloe vera kezelés 6nmagaban nem befolyasolja szignifikans
mértékben sem a THP-1 sejtek sem a primer makrofagok pro-inflammatorikus
citokintermelését. Mindazonaltal az Aloe vera koncentraciofiiggé modon, nagymértékben
csOkkentette az LPS-indukalt IL-8, TNFa, IL-6 és IL-1P szekréciojat mindkét sejttipusban.
Tovabba a GM-MF-ok esetében az Aloe vera (3 v/v %) kezelés a citokintermelés tobb mint 70
%-o0s csokkenését okozta, mialatt a THP-1 sejtekben a legnagyobb koncentracié (10 v/v %)

alkalmazasa mellett sem értiink el ilyen hatasfokot.

4.2.3. Az Aloe vera csokkenti az LPS-indukalt IL-1f expressziojat

crer

onmagaban vagy LPS-aktivaciot kdvetden. Western blottal kimutattuk, hogy az Aloe vera

kezelés szignifikdnsan csokkenti mind a pro-IL-1P, mind pedig a hasitott IL-1B fehérje
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expressziojat LPS-aktivalt GM-MF-ban. Tovabba az Aloe vera az LPS-indukalt pro-1L-13

expresszidjat transzkripcios szinten is képes volt csdkkenteni koncentraciofiiggd modon.

4.2.4. Az Aloe vera csokkenti az LPS-indukalt NLRP3 és kaszpaz-1 expressziéjat GM-
MF-ban

Hogy megvizsgaljuk az Aloe vera hatasat az NLRP3 inflammaszoéma komponensekre,
a GM-makrofagokat LPS-sel aktivaltuk Aloe vera jelenlétében vagy hianyaban majd az
NLRP3 ¢s a kaszpaz-1 enzim fehérjék expressziojat detektaltuk. Eredményeink szerint az
Aloe vera kezelés bnmagaban nem befolyasolta a vizsgalt inflammaszoma tagok kifejezédését
sem mRNS sem pedig fehérje szinten, azonban az LPS-indukalt expressziot nagymértékben
csokkentette.

4.2.5. Az Aloe vera csokkenti az LPS-indukalt P2X7 receptor expressziojat

Ahogy mar korabban megallapitottuk az LPS-aktivalt GM-MF-ok ATP-indukalt IL-1
termelésében nélkiilozhetetlen a P2X7 receptor. Ezért megvizsgaltuk, hogy az Aloe vera
befolyasolja-e az expresszidjat eme ATP szenzor receptornak. Eredményeink szerint a P2X7
receptor kifejez6dését szinte teljes mértékben gatolja az Aloe vera az LPS-aktivalt GM-
makrofagokban. Ezen eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy a P2X7 receptor készlet
kimeritése is hozzajarul az IL-1pB termelés csokkenéséhez tovabba az Aloe vera széleskori

regulald hatasat is bizonyitja.

4.2.6. Az Aloe vera gatolja az LPS-indukalt NF-kB, p38, JNK és ERK jelatviteli
utvonalakat

Ahhoz, hogy kideritsiik milyen hatassal van az Aloe vera kezelés a jelatviteli
utvonalak aktivacidjara, a makrofagokat idofliggdé modon LPS-sel kezeltik Aloe vera
jelenlétében vagy hidnyaban. Ahogy azt kordbban is megallapitottuk, az NF-kB tUtvonal
erdsen aktivalodik az LPS-stimulalt GM-MF-ban és érdekes mdédon az IkBa foszforilacigjat
teljes mértékben gatolja az Aloe vera. Tovabba az LPS-indukalt p38, ERK 1/2 és SAPK/INK
foszforilacigjat is meggatolta az Aloe vera kezelés. Kovetkezésképpen kijelenthetjiik, hogy az
Aloe vera kezelés a jelatviteli utvonalak széles spektrumat képes gatolni, mely hozzajarul az

anti-inflammatorikus €s egyben IL-1p-at gatlé hatasahoz.
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5. Diszkusszio

Az IL-1B egy kulcsfontossagu citokin, mely szamos immunoldgiai és fiziologias
folyamat szabalyzasadban részt vesz. Fontos szerepének koszonhetden az IL-1B szekrécidja
szigoruan ellendrzott folyamat, mely az NLRP3 inflammaszoéma-medialt kaszpaz-1 enzim
mikddését igényli. Sok sejttipus képes IL-1p citokint termelni, mint példaul a makrofagok,
sziiletett a kiilonb6z6 tipusi makrofagok in vitro koriilmények ko6zotti tanulmanyozasara.
Ezért célul tiztik ki egy Osszehasonlito tanulmany elkészitését, mely az NLRP3
inflammaszéma aktivalédasanak molekularis mechanizmusait és dinamikajat vizsgalja eltérd
makrofag tipusokban. Munkank soran az altalanosan elfogadott M-CSF vagy GM-CSF
jelenlétében differencialodott M-, illetve GM-MF-ok LPS-indukalt IL-1B szekrécidjat
tanulmanyoztuk ATP hatdsara, mely egy fonton DAMP molekula az NLRP3 inflammaszéma
aktivalodasban.

Eldszor feltérképeztiilk a makrofagok citokin profiljat és eredményeink azt mutatjak,
hogy a GM-MF-ok fokozott gyulladasos citokintermeléssel valaszolnak az LPS stimulusra,
ezzel szemben az M-MF-0k nagy mennyiségben szekretaltak IL-10 anti-inflammatorikus
citokint. Eredményeink igy aldtdmasztjadk az altaldnos tudomanyos véleményt, miszerint a
huméan monocitdb6él GM-CSF jelenlétében differencidlodott makrofag pro-inflammatorikus
tulajdonsagokkal rendelkezik, mely a gyulladas kialakulasat segiti. Ezzel szemben az M-CSF
kezelés egy anti-inflammatorikus jellemzOket hordoz6d makrofag populaciot eredményez,
mely inkabb a szdveti regeneracioban és sebgyogyulasban jatszhat fontos szerepet.

Erdekes modon azonban kimutattuk, hogy ATP kezelés hatisara mindkét LPS-aktivalt
makrofag tipus termel IL-1p citokint kdzel azonos mennyiségben, habar nagyon kiilonb6z6
1dokinetikaval. Mialatt az M-MF az LPS kezelést kovetden gyorsan képes nagymennyiségii
IL-1pB-at szekretalni, de csak rovid ideig, addig a GM-MF az id6 fiiggvényében folyamatosan
novekvd mennyiségben termeli a citokint. Az NLRP3 inflammaszoma aktivaciohoz két
szignal egyiittes hatdsa sziikséges. Az Un. ,,priming” szignal az alegységek expressziojat
indukalja, mialatt a masodik szignal, mint az ATP az inflammaszoma tagok Osszeépiiléséhez
¢s aktivalodasdhoz vezet. Az irodalom szerint a makrofagok IL-1P termeléséhez mindkét
szignal elengedhetetlen. Ahogy azt vartuk, a méasodik szignal hidnyaban nem detektaltunk IL-
1B-t az LPS-aktivalt M-MF-ok feliiliszdjaban. Azonban érdekes modon hasonld
kortilmények kozott a GM-MF  szekretalt IL-1p citokint, a monocitakkal azonos

mennyiségben.
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Az ATP gyulladas vagy szoveti karosodas kovetkeztében keriilhet ki az extracelluléris
térbe. Korabbi tanulmanyok szerint azonban a mikrobialis komponensekkel stimulalt human
monocitak ATP-t szabaditanak fel, mely autokrin / parakrin mddon felelés a P2X7 receptor-
medialt NLRP3 inflammaszéma aktivalodasért, ezaltal az IL-1PB szekrécidért. Eredményeink
azt mutatjak, hogy mindkét makrofagbol szabadul fel ATP nanomolos koncentracioban, habar
a GM-MF feliiluszojaban szignifikdnsan tobbet detektaltunk az M-MF-hoz képest. Tovabba
azt is kimutattuk, hogy a vizsgalt makrofagok kozel azonos mértékben expresszalnak
funkcionalis P2X7 receptort. Mindazonaltal a receptor inhibitor nem befolyasolta a GM-MF
citokintermelést. Ezen eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a GM-MF-ok LPS-
indukalt IL-1p termelése a felszabadulé endogén ATP-tol fliggetlen folyamat. Tovabba a
megfigyeléseink és a hasonld irodalmi eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az
ATP-t érzékeld P2X7 receptor alacsony szenzitivitdsa az M- és a GM-MF-ok aktivalodasat a
gyulladdsokra ¢€s a sejtkarosodasokra korlatozza, amikor az ATP milimolos koncentracidban
szabadul fel az immunsejtekbdl vagy a sejt halala soran.

Az ATP extracellularis térbe keriilését kovetden a CD39 AMP-vé, majd a CD73
adenozinna defoszforilalja ezaltal szabalyozva az immunitast és a gyulladast. Eredményeink
szerint mindkét makrofag expresszal CD39 és CD73 ektoenzimet LPS kezelést kdvetden, de
kiilonb6zé mértékben. Kimutattuk, hogy az M-MF-ban az LPS-indukalt CD39 kifejezédése
szignifikansan nagyobb mértékii volt a GM-MF-hoz képest. Ezzel szemben a CD73, mely az
adenozin extracellularis felhalmozodasat indukalja, a GM-MF-ban expresszalodott jobban.
Mivel ezek a makrofag tipusok kiilonbozé mértékben expresszaljdk az ekto-nukleotidazokat
azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az ATP hidroliziséb6l szarmazo mellék- vagy
végtermékeknek, mint az adenozinnak fontos szabalyozo szerepe lehet a GM-MF-ok IL-1
termelésére. Ezt a feltevésiinket azok az eredményeink is alatamasztottak, miszerint az ekto-
nukleotidazok gatldsa soran szignifikdns csOkkenést mértiink az LPS-indukalt IL-1B
termelésben a GM-MF-nal, mialatt az extracellularis ATP szint nott.

Az adenozin a szakirodalom szerint az IL-1fB termelés egyik fontos regulatora és
eredményeink azt mutatjak, hogy ATP kezelés hidnydban az adenozin koncentraciofiiggd
modon fokozza az LPS-indukalt IL-1p szekréciot a GM-MF-ban. Tovabba azt is kimutattuk,
hogy az LPS-aktivalt GM-MF-ok IL-1P termelését az A2a vagy az A2b receptorok gatlasa
csokkentette, mely receptorok expresszidja a GM-MF-ban szignifikansan t6bb mint az M-

MF-ban. Az A2a ¢s az A2b receptorok aktivalasa stimulalja a ciklikus AMP 4talakulast, mely
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szabalyozza a nem-szelektiv kation csatornak mukodését, melyek a kalcium és a kalium
homeosztazisért feleldsek, ami fontos regulatora az NLRP3 inflammaszéma aktivacionak is.

Tovabba kimutattuk, hogy az adenozin fokozza a GM-MFok LPS-indukalt IL-1p
jelenséget. Ezek az eredmények jol mutatjadk, hogy az adenozin receptorok sejtfelszini
eloszlasa nagy jelentdséggel bir a gyulladas szabélyozasaban.

Mivel eddig tobbféle inflammaszoma komplexet azonositottak, mely az IL-18
NLRP3 inflammaszoma jatszik-e szerepet. Kaszpaz-1 enzim specifikus gatlasaval, illetve az
NLRP3 csendesitéssel bizonyitottuk, hogy az M- és a GM-MF-0k IL-1B termelése az
altalanos kaszpaz-1 enzim-fiiggé modon, az NLRP3 inflammaszoma aktivalodasahoz kotott
folyamat.

Osszehasonlitottuk az inflammaszéma tagok LPS-indukdlt expressziojat a két
sejttipusban és az NLRP3, illetve a pro-IL-1B dinamikajaban érdekes kiillonbségeket
tapasztaltunk a két makrofag kozott. Az M-MF-ban az LPS kezelés az emlitett fehérjék
expressziojat rovid idon beliil indukalta, ami hamar gyors csdkkenéshez vezetett. Ezzel
szemben a GM-MF-ban a fehérjeszint lassan, de folyamatosan ndvekedet az LPS kezelés
hatasara. Tovabba azt is kimutattuk, hogy a pro-IL-1p megjelenéséhez feltétleniil sziikséges
volt a ,,priming” stimulushoz mindkét makrofagban, viszont az NLRP3-at a kezeletlen M-
MF-ban is képesek voltunk detektdlni. A makrofagok fehérje termelésében észlelt
kiilonbségek mogott eltéré molekularis mechanizmusokat sejtettiink, ezért megvizsgaltunk
kiilonbozo jelatviteli utvonalakat is. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az M-
MF-nal detektalt korai eseményeket a MAPK utvonalak gyors €s erdteljes aktivacioja okozza
LPS kezelést kdvetden. Tovabba kimutattuk, hogy az ERK utvonal mar a kezeletlen M-MF-
ban is aktiv, ami alapjan feltételeztiik, hogy ez az alapszintii folyamatos aktivitas az M-MF-ok
»fel-aktivacios” allapotat eredményezheti és igy az NLRP3 fehérje folyamatos jelenlétét, ami
a GM-MF esetében csak LPS kezelés hatasara indukalodik.
kaszpaz-1 enzim mikodését is, hogy fényt deritsink az NLRP3 inflammaszéma
aktivacidjaban detektalt kiillonbség okara. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a
,priming” stimulus mellet, mely nélkiilozhetetlen mindkét makrofag szamara a prolL-1 de
novo szintézis€hez, valamint az NLRP3 indukciojahoz, a mésodik szignal, mint az ATP

szintigy alapveté az M-MF kaszpdz-1 enzim aktivalodésahoz. Ezzel szemben a GM-MF

23



esetében az ATP kezelés hidnyaban detektalt IL-1p termelés a folyamatosan aktiv kaszpaz-1
enzimnek kdszonhetd.

Tovabba az M-MF-ban kimutattunk egy érdekes Osszefiiggést az LPS altal indukalt,
fokoz6do IL-10 szekréciod €s a parhuzamosan csokkend tendenciat mutato IL-1p felszabadulas
kozott. Az M-MF-ban az IL-10 citokin neutralizalasa sordn névekvd, mialatt a rekombinans
human IL-10 citokin alkalmazéasival csokkent IL-1B szekréciot mértiink. Ezek alapjan
megallapithatjuk, hogy az IL-10 citokinnek fontos szerepe van az M-MF anti-inflammatorikus
tulajdonsagainak kialakitasaban. Eredményeink arra is ramutattak, hogy az LPS kezelést
kovetden az M-MF-ban az Akt jelatviteli utvonal aktivalodasa csokkent mértéket mutatott a
GM-MF-hoz képest. Tobb kutatocsoport is kimutatta, hogy az IL-10 gatolja az Akt
foszforilacigjat, ami mas utvonalak aktivalodasaban is csokkenést eredményez. Ezek az
eredmények magyarazhatjdk az LPS-aktivalt M-MF-ok esetében tapasztalt korai gatlast a
JNK ¢és ERK foszforilacioban. Mivel ezek az Utvonalak fontos regulatorai az NLRP3
inflammaszoma ,,priming”-nak, az M-MF-ban az NLRP3 és a pro-IL-1pB expresszioban észlelt
gyors csokkenés ¢s ennek kovetkeztében a gatolt IL-1P szekrécid legalabb részben az IL-10
kozvetett gatldsaval magyardzhato.

Eredményeink nagymértékben hozzédjarulhatnak a makrofagokrdl alkotott altalanos
ismeretlinkh6z, melyek kiilonboz6 fenotipussal rendelkezd heterogén populaciot alkotnak igy
segitve az allanddéan valtozd kornyezeti hatdsok altal indukalt hatékony immunvalasz
kialakulasat. A gyulladasos mediatorok magas szintli termelése stlyos kronikus gyulladasos
megbetegedések, mint a reumatoid arthritis, diabétesz vagy tumor kialakuldsdhoz vezethet,
melyek patogenezise szorosan kapcsolodik a makrofigok abnormalis aktivaciojaval. Eppen
ezért a makrofagok IL-1B termelésének jobb megértése nagy elényt jelent a klinikai
immunologidnak egy 0j lehetséges célpont felderitésében.

Az Aloe vera sebgyodgyulasban kifejtett jotékony hatasat évszazadok ota ismerik €s
tobb kultaraban eldszeretettel alkalmaztak. Raadasul az aktiv OsszetevOknek szdmos mas
jotékony hatasat is leirtdk, mint az anti-diabetikus, tumorellenes vagy antimikrobialis
hatasokat. Az Aloe vera anti-inflammatorikus hatasat az elmult évtizedekben intenziven
tanulmanyoztak, habara a hattérben allo molekularis mechanizmusokra csak az elmult par
évben kezd fény deriilni. Munkank sordn a korabbi kisérleteinkben jol meghatarozott GM-
MF-ok ¢és a human makrofag-szerti THP-1 sejtvonal IL-1p termelésére kifejtett hatasat
vizsgaltuk az Aloe vera gélnek. Eredményeink szerint az Aloe vera kezelés koncentracio-
fliggé modon, szignifikansan csokkenti a THP-1 és a GM-MF-0k LPS-indukalt IL-8, TNFa,

IL-6 és IL-1B termelését. Ezek az eredmények Osszhangban allnak azon allatkisérletek
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eredményeivel, amiben az Aloe vera anti-inflammatorikus hatasat a differencialatlan THP-1
sejtek IL-1B és TNFa termelésén vizsgaltak, habar a molekularis mechanizmust
magyarazatdra nem terjedt ki a kutatds. Tovabba életképességi teszttel kimutattuk, hogy a
primer GM-MF-ok sokkal érzékenyebbek az Aloe kezelésre, mint a THP-1 sejtek, ugyanakkor
az anti-inflammatorikus hatas is erésebbnek bizonyult ezeken a sejteken. Azért hogy a
kisérleteink az in vivo allapotot jobban tiikrozz¢Ek, a tovabbiakban a primer sejteken vizsgaltuk
az Aloe hatasat a makrofagok IL-1P termelésére. Eredményeink azt mutatjak, hogy az LPS-
indukalt kaszpaz-1 és NLRP3 expresszid szignifikans médon csokkent mind mRNS mind
fehérje szinten az Aloe vera kezelés hatasara. Ezen kiviil kimutattuk az Aloe vera gatl6 hatasat
az LPS-indukalt pro-IL-1p expressziora, ami mint elsddleges szubsztratként egyuttal az
inflammaszéma komplex miikodését is korlatozza. Ahogy azt korabban bizonyitottuk az LPS-
aktivalt GM-MF-ok ATP indukcio6 altal bekovetkezett IL-1PB termelése P2X7 receptor fiiggd
folyamat. Ennck megfeleléen megvizsgaltuk az Aloe vera hatasat a P2X7 receptor
expresszidjara. Az Aloe kezelés teljes mértékben gatolta az LPS-indukalt megjelenését az
ATP-szenzor receptornak.

Tovabba kisérleteink soran azt is bizonyitottuk, hogy az Aloe vera képes gatolni az
LPS szignalizdcioban szerepet jatszo valamennyi Utvonalat. Eredményeinkbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az Aloe vera a GM-MF-ok IL-1B termelését az NLRP3
inflammaszéma szintjén feliil, a ,,priming” szignalnal képes gatolni. Mindazonaltal az ATP-
szenzor P2X7 receptor expresszidjaban észlelt valtozas is hozzajarulhat az IL-1P latvanyos
gatlasahoz, mely arra enged kovetkeztetni, hogy az Aloe vera tobb szinten fejti ki anti-
inflamamtorikus hatasat. Ezaltal az Aloe vera hatékony Uj terapias eszkoz lehet az NLRP3
inflammaszoma-medialt citokin termelés gatlasaban.

Eredményeink  segithetnek tisztdzni néhany az NLRP3 inflammaszoma
szakirodalomban fellelhetd ellentmondasos adatot, valamint az inflammaszoma
szabalyozassal kapcsolatos eltérések okait, melyek a modszer, a sejttipus vagy faji

kiilonbségekbdl erednek.
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6. Osszefoglalas

A makrofagok fenotipusainak és funkcioinak in vivo kialakulasa nagymértékben fligg
az Osszetett és folyamatosan valtozd mikrokornyezetben taldlhatd molekularis és sejtes
tényezOoktol. Human rendszerben, in vitro koriilmények kozott, a periférias vérbol szarmazo
monocitakbdl leggyakrabban M-CSF (M-MF) vagy GM-CSF (GM-MF) jelenlétében torténik
a makrofagok differencialtatdsa. A szakirodalombol ismert, hogy a GM-CSF kezelés soran a
monocitabol nagy baktériumold képességgel rendelkezd makrofag keletkezik, mely nagy
mennyiségben termel gyulladdsos medidtorokat. Ezzel szemben az M-CSF kezelés hatasara
keletkez0 makrofagokra nem jellemz0 a gyulladdsos citokinek termelése és leginkdbb a
sebgydgyulasban és a szdveti regenerdcioban jatszanak fontos szerepet.

Osszehasonlitva a két LPS-aktivalt MF tipus citokin termelését, azt tapasztaltuk, hogy
a GM-MF sokkal intenzivebben termelte a TNFa, IL-6 és IL-8 citokineket, az M-MF-hoz
képest. Ugyanakkor csak az M-MF esetében mértiink IL-10 anti-inflammatorikus citokin
felszabadulast. Erdekes modon tovabbi eredményeink azt mutattdk, hogy a masodik szignal,
az ATP jelenlétében mindkét LPS-aktivalt MF képes volt hasonld6 mennyiségben IL-1B
citokint termelni, habar eltéré6 médon. Az M-MF rovid idejii LPS kezelés hatasara szekretalta
az IL-1B-t, aminek a szintje a hosszabb LPS kezelés soran gyorsan lecsokkent. Ez a jelenség
részben a felszabaduld IL-10 hatdsdnak volt koszonhetd, ami gatolta az Akt jelatviteli
utvonalat. Ezzel szemben a GM-MF IL-1B termelése folyamatosan nétt az LPS aktivalas
soran ATP jelenlétében. Erdekes médon ezek a sejtek ATP kezelés nélkiil is képesek voltak
IL-1PB szekréciora, melyben a folyamatosan aktiv kaszpaz-1 enzim jatszott fontos szerepet.
Kimutattuk, hogy az LPS-indukalt IL-1p termelést a GM-MF altal felszabaditott endogén
ATP nem befolyasolta kozvetleniil és P2X7 receptor fiiggetlen modon valdsult meg. A
pillanatnyi extracellularis ATP koncentraciot a felszabaduld ATP mennyisége és a
membrank6tott ekto-nukleotiddzok ATP bontdsa hatdrozza meg. Eredményeink azt mutatték,
hogy a két makrofag tipus eltérd mértékben expresszalta a CD39 és a CD73 ekto-
nukleotidazokat, melyek a GM-MF-ok IL-1B termelésében fontos regulatornak bizonyultak.
Tovéabba azt is kimutattuk, hogy az adenozin, az ekto-nukleotiddzok miikddése soran
keletkez6 egyik végtermék, fokozza az LPS-indukalt IL-1p szekréciot a GM-MF-ban, ezzel
szemben az M-MF-nal ilyen jellegli hatast nem tapasztaltuk. Eredményeink azt mutatjak,
hogy az M- és a GM- makrofagok kiilonb6z6 stimulusokra adott eltéré valaszat az NLRP3
inflammaszéma expresszidjaban és aktivacios allapotdban, valamint a jelatviteli itvonalak

aktivacidjaban tapasztalt kiilonbségek okozzak.
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Az anti-inflammatorikus Aloe Vera human makrofagok IL-1p termelésére gyakorolt
hatasanak vizsgalatat a GM- makrofdgokon végeztiik, melyek gyulladésos tulajdonsagait mi
is bizonyitottuk. Kimutattuk, hogy az Aloe vera altal erésen gatolt IL-1p szekréciot mind a
pro-IL-1p mind pedig az NLRP3 inflammaszéma komponensek expresszidjaban
bekovetkezett csokkenés eredményezte, mely specifikus utvonalak gatlasan keresztiil valosult
meg. Tovabba eredményeink szerint az Aloe vera az ATP szenzor P2X7 receptor
kifejezddését is gatolta, mely nagymértékben hozzajarult az IL-1B szint csokkenéséhez.

Az intenziv kutatasok eredményeként altaldnos ismeretiink az NLRP3 inflammaszoma
NLRP3 inflammaszémaval kapcsolatos ellentmondasok egy részét megérteni. Tovabba
hozzéjarulnak annak megértéséhez is, hogy az inflammaszoma aktivacio és az IL-1fB
termelddés nagymértékben a sejttipus tulajdonsagaitdl tobbek kozott kiilonbozd intracellularis
¢s extracellularis szabalyz6 molekuldktol fiigg. Mindazonaltal, eredményeink egy 1j terdpias
megkozelités lehet6ségét kinalhatja, mely hatékonyabb IL-1f szabalyozast nyujthat

szisztémas vagy kronikus betegségekben.
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