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1. Roviditések jegyzéke

autolizoszoma (AutoLysosome)
autofagia-kapcsolt fehérje (AuTophaGy-related protein)
arany (AUrum)

autofag vakuolum (Autophagic Vacuole)

csont morfogenetikus protein (Bone Morphogenetic Protein)

csont morfogenetikus protein receptor

(Bone Morphogenetic Protein Receptor)

marha szérum albumin (Bovine Serum Albumin)

k6z0s, mediator Smad (COmmon-mediator Smad )

nap (Day)

epithelialis, kalcium-fiiggd sejtadhézios fehérje
(Epithelial-cadherin, calcium-dependent adhesion)
extracellularis matrix (ExtraCellular Matrix)

korai endoszoma antigén-1 (Early Endosome Antigen-1)
epithelidlis-mesenchymalis atalakulas
(Epithelial-Mesenchymal Transition)

epidermalis novekedési faktor (Epidermal Growth Factor)
extracellularis szignal altal regulalt kinaz 1/2
(Extracellular signal-Regulated Kinase 1/2)

fibroblaszt névekedési faktor (Fibroblast Growth Factor)
granulocita-makrofag kolonia-stimulalé faktor

(Granulocyta-Macrophage Colony-Stimulating Factor)


https://en.wikipedia.org/wiki/Endosome
https://en.wikipedia.org/wiki/Antigen
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GM-CSFR granulocita-makrofag kolonia-stimulalé faktor receptor

(Granulocyta-Macrophage Colony-Stimulating Factor Receptor)

HGF hepatocita novekedési faktor (Hepatocyte Growth Factor)

IC immuncitokémia (ImmunoCytochemistry)

IGF-1 inzulin-szerti novekedési faktor 1 (Insulin-like Growth Factor 1)
IL interleukin (InterLeukin)

I-Smad gatlé Smad (Inhibitory Smad)

JAK Janus kinaz (JAnus Kinase)

JNK c-Jun N-terminalis kinaz (c-Jun N-terminal Kinase)

LC3B mikrotubulus-asszocialt fehérje 1A/1B konnyt lanc 3B

(microtubule-associated proteins 1A/1B Light Chain 3B)
MAP mitogén-aktivalt protein (Mitogen-Activated Protein)
MET mesenchymalis-epithelialis atalakulés

(Mesenchymal-Epithelial Transition)

MMP matrix metalloproteinaz (Matrix MetalloProteinase)
MVB multivezikularis test (MultiVesicular Body)
mTOR mechanikai/emlds rapamycin célfehérje

(Mechanistic/Mammalian Target Of Rapamycin)
N-cadherin neuralis, kalcium-fliiggd sejtadhézios fehérje
(Neural-cadherin, calcium-dependent adhesion)
NF-kB nukledris faktor kappa B
(Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

PALS1 Lin-7 asszocialt fehérje 1 (Protein Associated with Lin-7 1)


http://en.wikipedia.org/wiki/Hepatocyte_growth_factor
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PAR complex elvalaszto-defektiv komplex (PARtitioning-defective complex)
PATJ PALS1-asszocialt sejtkapcsolod fehérje

(PALS1-Associated Tight-Junction protein)

PBS foszfattal pufferelt sooldat (Phosphate-Buffered Saline)
PI3K foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PhosphatidylInositol-3-Kinase)
PKB/Akt protein kinaz B (Protein Kinase B)

Rabs Ras-rokon fehérjék (RAs-like proteins from rat Brain)
R-Smad receptor-regulalt Smad (Receptor-regulated Smad)

Ser szerin (Serine)

SOCS citokin jelatvitel gatld 1 (Suppressor of Cytokine Signaling)
STAT jelatalakito és aktivald transzkripeios faktor

(Signal Transducer and Activator of Transcription)
TGF-p transzformalo névekedési faktor béta
(Transforming Growth Factor-p)
TGF-BR transzformalo névekedési faktor béta receptor
(Transforming Growth Factor-B Receptor)
Thr treonin (Threonine)
TIMP metalloproteinazok szoveti gatlo fehérje
(Tissue Inhibitor of MetalloProteinases)
TNFa tumor nekrozis faktor alfa (Tumor Necrosis Factor o)

Tyr tirozin (Tyrosine)
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2. Bevezetés

2.1. A sokoldala mesothelium

2.1.1. A mesothelium fogalma, torténete és eredete

A mesothelium a test savos iiregeit (pleuralis, perikardialis és peritonealis
tiregek) €s belsd szerveit boritd savos hartya egyrétegli lapham sejtekbol allo rétege (1,
2). A bels6 szerveket fedé hamréteget visceralis mesotheliumnak, mig a savos tiregeket
béleldt parietalis mesotheliumnak nevezziik (1). Az eredeti elképzelés szerint ez a
hamréteg csakis védo feliiletként funkcional, kizardlagos feladata a kiilonboz6 felszinek
sikamlossa tétele, egy csuszos, nem-tapadd hamfeliilet biztositasa a testiiregen beliili
mozgasok el6segitése érdekében. Mara azonban kideriilt, hogy a mesothelium egy
dinamikus sejtes membran, amely szamos ¢élettani folyamatban jatszik/jatszhat szerepet
(1, 3). A mesotheliumot elsoként (1827) Bichat irta le, aki szdvettani technikak
segitségével figyelte meg, hogy a savos iiregeket egy lapos sejtek altal formalt
egyrétegli ham béleli. A mesothelium elnevezés Minot-t6l szarmazik, aki részletes
embriologiai vizsgalatai utan (1880) mint ,epithelialis bélelése a mesodermikus-
tiregeknek” tett emlitést err6l a hambélelésrdl (1). A mesothelium kifejezés ezen
(4). Ez a kiilonleges hamréteg fajtol fliggden a terhesség 8. és 18. napja kozott fejlodik
ki a mesodermabdl, emberben a 14. nap kornyékén (1). A kezdetben kerekded, kocka
alaki mesodermalis sejtek, amelyek rétegzddése tobbmagsoros hdm benyomasat
keltheti, harom igen fontos fejlddési folyamaton mennek Keresztiil: a hamréteg alatt
kialakul a bazalis membran, amely barriert képez a késObbi mesothelium és az alatta
[évé mesenchyma kozott; a sejtek kdzott megjelennek a sejtkapcsold struktirak; és a
kocka alakt sejtek ellaposodnak, lapham sejtekké differencialodnak (5). E harom
jelentds folyamat sorrendje fajonként mas €s mas. Patkanyban példaul mar a kerekded
sejtek kozott megjelennek sejtkapcsold struktirak, egérben azonban a sejtkapcsolatok
csak az ellapult, mikrovillusokat ndvesztett sejteknél alakulnak ki (5). Szamos emlds faj
- beleértve human mintdkat is - mesotheliuménak Osszehasonlitasa soran végzett
morfoldgiai és hisztokémiai tanulmanyok igazoltak, hogy a mesothelium fajtol és
anatomiai elhelyezkedésétdl fliggetleniil igen jellegzetes és nagyfoku hasonlosagot

mutat (1).
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2.1.2. A mesothelium morfologidaja, a mesothel sejtek jellegzetességei

A savos hartyak mesothel sejtei egy kotészovetes stroma altal alatamasztott
vékony bazalis membranon helyezkednek el, egy sejtréteget formalva. Anatomiai
elhelyezkedésiikt6l fliggden a mesothel sejtek lehetnek laposak vagy kobos hamsejtek,
s6t a kettd kozotti, intermedier forma is eléfordulhat (6). A gyomor peritoneumaban
leginkabb alacsony kobham sejteket talalunk, mig az igynevezett parenchymas szervek
(m3gj, 1ép) felszinén inkabb kobods, kocka alaki mesothel sejteket figyelhetiink meg,
amelyek citoplazmaja gazdag sejtorganellumokban, bazalis invaginaciokkal és
bonyolult intercellularis kapcsolatokkal rendelkeznek (6). A bél teriiletén, az omentalis
¢és a parietalis hashartya mentén a jellegzetes, lapos mesothel sejt format talaljuk (6).
Ezen lapos mesothel sejtek atméréje megkozelitdleg 25 um, citoplazmajukban csak a
kerek, ovalis vagy idénként elnytjtott, hossziikasabb sejtmag dominal (2, 6). A
sejtmagon kiviil vezikulak és vakudlumok, kevés mitokondrium, szegényes Golgi-
apparatus és csekély durva felszinti endoplazmatikus retikulum (dER), mikrotubulusok
¢és intermedier filamentumok figyelhet6k meg még benniik (2). Kiilén kiemelendd, hogy
a mesothel sejteknek mind az apikalis, mind a bazélis plazmamembranjan szamos
omega, illetve palack alaka befiiz6dés, tigynevezett caveola figyelheté meg, amelyek
amellett, hogy alternativ endocitotikus utvonalat biztositanak a kiilonb6z6 molekulak
felvételéhez, szamos egyéb, példaul jelatviteli folyamatokat szabalyozd funkcidval is
birnak (7-9). Regeneracios képessége alapjan ez a laphamréteg egy lassan megujulo
szovet, a mesothel sejteknek koriilbeliil csak a 0,16-0,5%-a megy keresztiil a mitdzison

minden egyes sejtciklus alatt (2).

Elektronmikroszkopos vizsgalatokkal a mesothel sejtek lumen felé néz6 apikalis
felszinén néhany esetben primer csillot, s olykor jol fejlett mikrovillusokat is lathatunk,
amelyek striisége, hossza, és alakja eltéré (1). A kiilonboz6 belsd szervek felszinét
boritd mesothel sejteken a mikrobolyhok stirisége, szama igen varibalis, de még a
szomszédos sejtek kozott is eltérd lehet, s6t az élettani és fiziologias koriilmények
megvaltozasaval is valtozik (10). Vannak olyan adatok, amelyek azt sugalljak, hogy a
regeneraloddé mesothel sejtek mikrobolyhainak szambeli kiilonbségei tiikrozhetik a

sejtek adott funkcidhoz valé adaptaciojat is (1, 11).

A mesothelium sejtjei kozotti hatarok kesze-kuszan kanyarognak, nem egyenesek, s

emiatt a szomszédos sejtek a sejthataroknal részben egymast is fedhetik. A sejtek a
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kozottik 1évo, igen jol fejlett sejtkapcsold struktaraik zonula occludensek (tight
junctions), zonula adherensek, réskapcsolatok (gap junction) és dezmoszémak (macula
adherens) révén (2) szorosan kapcsolodnak egymashoz a bazalis membran felszinén. A
mesothel sejtek kozott kialakult tight juction komplexek 1étfontossaguak, ezek alakitjak
ki a sejtfelszini polaritast, biztositjak, hogy a mesothel féligatereszté diffuziods
barrierként miikodjon (2). A zonula adherensek feltehetden az egy sejtréteg szerkezeti
és adhézios megtartasaban jatszanak nagyon fontos szerepet, a réskapcsolatok pedig

intercellularis csatornaként miikodnek (1).

2.1.3. A mesothelium funkcidja, klinikai jelentésége

A mesothelium egyik 6 feladata az integritds és miikodés fenntartasa a test
tiregeiben. A mesothel sejtek védelmet nyujtanak a behatold koérokozok és a fizikai
sérillések  ellen,  valamint olyan  anyagokat  szekretalnak  (surfactant,
glilkkozaminoglikdnok, proteoglikdnok), amelyek révén egy surloddsmentes, csiiszos
felszint tudnak biztositani, lehetévé téve ezzel a belsd szervek egymason valo
elmozdulasat (2). A mesothel sejtek azonban a védelmet nyujtdé hatarfeliilet képzésén
kiviil még szamos mas funkcioval is birnak. Részt vesznek példaul kiilonb6z6 anyagok
transzportjaban; antigén prezentacioban; gyulladdsos folyamatokat képesek indukalni és
szoveti regeneraciot segitenek eld az altaluk termelt kiilonb6z6 novekedési faktorok,
citokinek, gyulladasos mediatorok, proteazok, extracellularis matrix molekulak révén;
de szerepet jatszanak koagulacios folyamatokban, fibrinolizisben, és még tumoros
sejtadhézioban is (2, 12). A hasiiregben kialakult sériilés hatasara mesothelialis
regeneracio indul be, amelynek sordn a mesothel sejtek képesek elvandorolni, a seb
feltiletéhez kotddni, €s eldsegiteni a gydgyuladsi folyamatokat. Az emlitett folyamatok
alatt lejatsz6do sejttranszformacios valtozasok sordn azonban a sejtek sériilhetnek,

karosodhatnak és rosszindulati mesothelioma kialakulasat eredményezhetik (2).

Bar morfologiailag a mesothel sejtek hasonlitanak a hamsejtekre, és szamos
epithelialis tulajdonsaggal is rendelkeznek (apikalis/bazalis sejtpolaritas, citokeratin
expresszid, felszini mikrobolyhok, stb.), embrionalisan a mesodermabol szarmaznak, és
mesenchymalis mivoltuk révén expresszalnak mesodermalis markereket (vimentin,

desmin) is. Kiilonboz6 stimulusok hatasara szamos morfologiai és funkcionalis
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valtozason mennek keresztiil, amelyek Osszessége megfeleltethetd és jellemezhetd az

ugynevezett epithelialis-mesenchymalis atalakulas (EMT) folyamataval (12, 13).

2.2. Az epithelialis-mesenchymalis (EMT), illetve a mesenchymalis-epithelialis
atalakulas (MET)
2.2.1. Az EMT-MET meghatarozasa, torténete, altalanos funkcioi

Az epithelialis-mesenchymalis atalakulas (EMT) egy olyan bioldgiai folyamat,
amely lehetévé teszi, hogy a polarizalt epithelialis sejtek, amelyek bazalis
plazmamembranjaik révén rendszerint kdlcsonhatasban vannak a bazalis membrannal,
biokémiai valtozasok soran mesenchymalis fenotipusu sejtekké differencialodnak (14).
Ezen atalakulds kozben a hdmsejtek elveszitik polaritasukat, a szomszédos sejtekkel és a
bazalis membrannal vald kapcsolataikat, atszervezddik a sejtvaz szerkezetiik, és
képesek lesznek a migraciora (15, 16). E fenotipusos konverzi6 mogott pedig az
epithelidlis sejtek molekuléris atprogramozasa all, amely rendszerint Uj biokémiai
utasitasok révén torténik (15), s amelyek hatasara megvaltozik a sejtek génexpresszios
mintazata (16). Ezen atalakulas soran fokozodik a sejtek invazivitasa, megnovekszik a
rezisztenciaja az apoptozissal szemben, valamint nagy mennyiségben kezdenek el
extracellularis matrix (ECM) komponenseket termelni (14). A mesenchymalis-
epithelialis atalakulas (MET) ezzel szemben az EMT forditottja, amelynek
eredményeként a mesenchymalis jellegli sejtek  visszanyerik  epithelidlis
tulajdonsagaikat (17). Sok esetben a MET kiegyenliti vagy éppen ellensulyozza az EMT
folyamatat, fenntartva ezzel egy ugynevezett ,,Ying-Yang” egyensulyi allapotot a

szervezetben (18).

A celluléris plaszticitast szabalyoz6 EMT nevét tobbféleképpen is szoktak
hasznalni. Az ,atalakulds” elnevezésen kiviil haszndlatos még a ,,transzformaci6”, az
»interakcid” és a ,transzdifferenciacié” kifejezés is, amelyek hasznalata dvatossagra int,
hiszen nem ugyanazt jelentik (15). A ,transzformacio” példaul az epithelium klasszikus
értelemben vett tumoros atalakulasat jelenti. Az ,,interakcié” egy oda-vissza miikodo
kapcsolatot ir le egy epithelidlis és egy mesenchymalis tulajdonsdgokkal rendelkezd sejt
kozott. A ,,differencidcido” sz6 hasznalatos leginkdbb akkor, amikor egy Ossejt-

tulajdonsagu vagy nem véglegesen differencialt sejt differencialodik tovabb valamilyen

10
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iranyban, mig a ,.transzdifferenciaci6” egy mar elviekben differencialt sejt atalakulasat
jelenti egy masik tipusu sejtté (15). A késdbbiekben majd lathaté, hogy mindezek
alapjan a mesothel sejteken végbemend valtozasokat atalakuléds, differenciacié és

transzdifferenciacid néven is lehet emliteni.

Az EMT folyamatat el6szor 1982-ben Gary Greenburg és Elizabeth D. Hay irtak le,
amikor csirke embriébol szarmazo hamsejteket kollagén tartalmt gélben vizsgalva
¢észlelték, hogy az epithelidlis sejtek elveszitik polaritasukat, levalnak a felszinrdl és
képesek lesznek a migraciora (19). Ez volt az elsé olyan tanulmany, amely arr6l szolt,
hogy az EMT Iétfontossagi folyamat a korai embrionalis morfogenezis soran (20).
Mara mar nyilvanvalova valt, hogy mind az EMT, mind a MET esszencialis biologiai
folyamatok, és ismeretiik rendkiviili jelentéséggel bir. Kulcsfontossagu szerepiik van a
sejtsors meghatarozasaban, a szOveti regeneracioban, a sebgyodgyulasban, a
szervfibrozisban és a tumorok kialakuldsaban is (18). Kisérletes adatok bizonyitjak
példaul, hogy az atmeneti és a hosszantarté EMT kiilonb6z6 sebgydgyuldsi valaszokat
indukal (21), vagy hogy az EMT révén keletkezett fibroblasztok indukalt pluripotens
Ossejtekké programozhatdak vissza a MET mechanizmusan keresztiil, ha biztositjak az

idealis extracellularis koriilményeket és a megfeleld transzkripcids faktorokat (22).

Az EMT és a MET szerepe a tumoros megbetegedések esetén sem kérddjelezhetd
meg. Tumor progresszid soran az EMT alatt végbemend valtozasok sziikségesek ahhoz,
hogy a transzformalddott tumor sejtek athatolva a bazalis membranon, és lebontva az
extracellularis matrixot motilissé valjanak, és elhagyjak a primer tumor helyét (23, 24).
Mindez kell ahhoz, hogy invaziv format képezzenek, és belépjenck a nyirok- vagy a
vérkeringésbe (23). A keringési rendszerben talélé tumor sejtek extravazacido révén
kitornek az erek falabol, és igy kiilonféle szovetekbe jutnak el (24). Metasztatikus
daganat kialakitdsdhoz viszont a transzformalt sejteknek vissza kell nyerniik az
epithelialis tulajdonsagaikat ahhoz, hogy szekunder tumort hozzanak létre egy masik
szovetben. Ezt a metasztatikus format pedig a MET mechanizmusa teszi lehetévé. Ez ad
magyarazatot arra, hogy korszdvettanilag miért hasonlit egymasra a primer tumor és az
attétes forma (23). A metasztazis folyamata tehat magaba foglalja mind az EMT révén
kialakult tumor progresszidjat, mind a transzformalodott sejtek attétképzésének a
folyamatat MET révén (25). Egy malignus tumor kialakulasa végzetes 1épést jelent a

rakos megbetegedés progressziojaban. A tumoros megbetegedésben elhunyt betegek
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csaknem 90%-4ban mér metasztatikus formaban volt jelen a daganat (23). Eppen ezért
rendkiviili jelentdséggel bir, hogy minél hamarabb kezeljék a kialakult daganatos
betegséget. Az EMT ¢és a MET molekularis hatterének pontos feltérképezése ebben
nyujt segitséget, hiszen megismerésiikkel talan hatékonyabb és célzottabb lehet a
rakterapia, és megelézheté lehet egy esetleges attét kialakulasa (23). A jelenlegi
ismeretek alapjan ugy tlinik, hogy a legjobb lehetdségek a sikeres gyogykezelésekre az
ugynevezett hibrid, epithelidlis/mesenchymalis allapot kozott 1évé tumoros sejtek

célzott terapiaja (26).

2.2.2. Az EMT folyamatainak osztdlyozdsa

Tekintettel arra, hogy az EMT szamos folyamat kulcsfontossagu résztvevoje
haromféle tipusat (1., II. és III.) kiilonbozteti meg a szakirodalom, annak alapjan, hogy
mikor és milyen bioldgiai kontextusban jatszik szerepet (14, 21, 27) (1. abra). Az EMT
e harom kiilonb6zé tipusdnak besoroldsara vonatkozo javaslatot egy 2007-es
lengyelorszdgi EMT taldlkozon, és egy azt kovetd 2008 marciusaban tartott tilésen
vitattak meg a Cold Spring Harbor Laboratoriumban (14). A harom tipus kimenetele és
végeredménye egyébként megegyezik, a lényeg, hogy egy klasszikusan epithelialis
tulajdonsagokkal rendelkezé hamsejtbdl egy migralni képes, mesenchymalis fenotipusu

sejt jojjon 1étre (21).

% EMT 1. Az elsé tipus azokat az atalakulasi folyamatokat foglalja magaba,

amelyek az embrionalis morfogenezis és a szervfejlédés soran jatszodnak le.
Ennek a tipusnak kulcsszerepe van példaul a bedgyazddas €s a gasztrulacio soran,
részt vesz a vel6esO és a dicléc sejtek kialakitasaban, a primer mesenchyma
(mesoderma) 1étrejottében.
Az embriogenezis soran a MET-nek is alapvetd szerepe van, hiszen példaul az
epiblasztbol (ektodermabol) létrehozott elsdédleges mesenchyma késébb MET
révén alakitja ki a madasodlagos epitheliumot, a hipoblasztot (endodermat).
Feltételezheté, hogy az igy kialakult masodlagos epithelium tovabb
differencialodik, ¢és egy ujabb EMT lejatszodasaval létrehoz kiilonbozo
kotoszoveti sejteket (14).
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s EMT Il.: A masodik tipusi EMT az eldzdvel ellentétben hosszabb id6 alatt
fejezodik ki, és foleg fibrozis soran és gyulladasos koriilmények kozott jatszik
sebgyogyulashoz is (14). Munkam soran a II. tipusit EMT, és az azt kovet6 MET
molekularis  szabalyozasat, valamint ezek kovetkezményeként 1étrejovo
morfologiai valtozasokat tanulmanyoztam patkdny hashartya mesothel sejtjein,
ezért disszertaciomban a késébbiekben az olvasé ezen folyamatok részleteivel

ismerkedhet majd meg.

L)

» EMT Il1.: Az EMT harmadik valtozata a daganatképz6dés soran megy végbe, és

rrrrrrrr

crer

ennek a reverz folyamata sziikséges (MET), amely visszaallitja a tumor sejtek ham
jellegét (14, 23).

Fejlédésben szerepet jatszo: Kronikus (fibrozus) sériilés esetén: Malignus tumorok esetén:
EMT L. TIPUS EMT Il. TIPUS EMT lIl. TIPUS

CCCCCCCCCCCCr

az EMT-MET egymast koéveté
periédusokban embrionalis

szdveteket és szerveket kiilonb6z6 mesenchymalis sejtek epithelialis tumorok (karcinéma)
hoznak létre kialakulasa EMT-n keresztil malignus tulajdonsagokat
kronikus/fibrézus sériilések szereznek és
helyreallitasa soran (felnéttben) metasztatikussa valnak

EMT-n keresztiil

1. abra. Az EMT tipusainak osztalyozasa. EMT az embriogenezis soran (l. tipus);
EMT gyulladas, kronikus/fibrozus sériilések soran (1. tipus); EMT tumor kialakulasa
soran (I1I. tipus). (27).
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2.2.3. Az EMT soran lejatszodo legfontosabb cellularis valtozasok

A hamsejtek az EMT 0Gsszetett biologiai folyamata sordn szdmos morfologiai €s

molekuléris valtozason mennek keresztiil, amelynek eredményeként elveszitik ham

tulajdonsagaikat, és mesenchymalis fenotipusu sejtekké alakulnak. Ezen folyamat soran

bekovetkezo legfontosabb cellularis valtozasok: (2. abra).

% A hamsejtek alakja megvaltozik, polarizaltsaguk megsziinik, az apikalis-

bazolateralis polaritas teljesen eltlinik, helyébe eliils6-hatulsé (anterior-

posterior) iranyultsag keriil (28).

*

0,

Az emlds sejtek megkiilonboztethetd membrandoménjeit az Ugynevezett
polaritds-komplexek hatdrozzdk meg, amelyek funkcionalisan és fizikalisan is
sejtkapcsolo struktarakba szervezddnek. Az apikalis felszinen az tgynevezett
PAR komplexet alkoto PAR6, PAR3, ¢és az atipikus protein kinaz C (aPKC);
valamint a Crumbs komplexet 1étrehoz6 Crumbs (CRB), a Lin-7 asszocialt
protein 1 (PALS1) és a PALS1-asszocialt PATJ fehérjék kapcsolodnak a zonula
occludensekhez, definialva igy az apikalis membrandomént. A bazolateralis
felszin meghatarozasaért az tgynevezett Scribble komplex tagjai felelések
(scribble (SCRIB), lethal giant larvae (LGL), discs large (DLG) fehérjék),
amelyek a zonula adherensekkel teremtenek kapcsolatot (28). Az EMT soran

ezek, a polaritast meghataroz6 markerek tlinnek el a sejtek felszinérdl.

¢ A sejtek a polaritas elvesztésével parhuzamosan felbontjak az egymas kozotti

sejt-sejt (zonula occludens/tight junction, zonula adherens, dezmoszoma)
kapcsolataikat (29).

L 4

A hamsejtek apikalis membranrészletéhez legkozelebbi szoros sejtkapcsolatok
(zonula occludens, tight junction) szétszerelédnek és eltlinnek (28). A tight
junction kapcsolatok felbomlasaval lehetévé valik az apikalis és a basolateralis
doménekre jellemz6 fehérjék keveredése a membran mentén (30). Vannak arra
utalo adatok, hogy a zonula occludensek jellemzd fehérjéi, az occludin és a
claudin-2 is az endocitozis clathrin- illetve caveolin-medialt formajaval
internalizalodnak  példaul sebgyodgyulas vagy citokinekkel eldidézett
gyulladasos koriilmények esetén (31, 32). Az internalizacio folyamata azonban
igen szelektiv, a caveolin-1 csak az occludinnal és a claudin-2-vel 1ép

kapcsolatba, a sejtkapcsolatban résztvevé masik két fehérjével (claudin-4 és
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zonula occludens-1) azonban nem (32). A tight junction felbomlasaért az EMT
egyik legfontosabb induktora, a TGF-f is felelds a polaritas komplexben 1évo
PARG fehérjével valo interakcidjan keresztiil (16).
¢ A zonula adherenseket kialakitd fehérjék Osszetétele atalakul, és torténik egy
ugynevezett cadherin ,,switch”, amely fontos eleme az EMT-nek. A hamsejtek
adherens  kapcsolataiban  résztvevé  epithelialis-cadherin  (E-cadherin)
lehasitodik a plazmamembranrél, degradalodik, mennyisége lecsokken; ezzel
ellentétben a neuralis-cadherin (N-cadherin) mennyisége Vviszont megnd,
jelezvén, hogy a sejtek a mesenchymalis sejtekre jellemz6 sejtadhézios fehérjét
expresszaljak, és nagyobb affinitdssal kotodnek mar ekkor mesenchymalis
sejtekhez, mint a hamsejtekhez (17, 28). Az E-cadherin szabalyoz6 régidja a
gén promoterén beliil talalhato tgynevezett E-boksz. Ha az EMT-t stimulalo
indukcios jelatviteli tvonalak egyik transzkripcios faktora, példaul a Snail vagy
a Slug hozzakdt ehhez az E-boksz régiohoz, akkor represszalja az E-cadherin
szintézisét, és még inkabb lecsokken az E-cadherin expresszidja (33).
Tekintettel arra, hogy a hamsejtek homeosztazisdnak fenntartdsdhoz lényeges
faktor az E-cadherin, annak downregulacidja ahhoz vezet, hogy csokken a
dezmoszomalis fehérjék (dezmoplakin, plakoglobin, dezmoglein) szintje is (34).
% Megsziinik a sejtek bazalis membrannal valé sejt-matrix kapcsolata
(hemidezmoszoma) (29).
¢ Az extracellularis matrix és a bazalis membran proteolitikus lebontasat a sejtek
aktinban gazdag, ugynevezett invadopddiumai végzik. Ezek a nytlvanyok az
extracellularis matrix proteolitikus enzimeinek, matrix metalloproteinazok
(MMP-2, MMP-9) szekrécidjaval segitik elé a sejtek mozgasat (28, 34). Az
MMP-k csaladjaba csaknem 23 fehérje tartozik, amelyek mindegyike cinkion-
fliggd, endopeptiddz funkcidval rendelkezik, és kdzel hasonld szerkezetiik van.
Proteolitikus aktivitasukat pedig foként szoveti inhibitoraik, a TIMP (TIMP1-4)
fehérjék szabalyozzak (34).
< Atszervezédik a sejtek citoszkeletalis rendszere (17).
¢ Az addig jellemz6 aktin vaz, a hozza kihorgonyz6 [B-cateninnel, és a mar
emlitett E-cadherinnel szétszerelddik, a citokeratin és a hemidezmoszomalis

integrinek helyett a vimentin, a fibronektin és mas, példaul az a5B1 integrin
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lesznek a meghatarozé intermedier filamentumok, illetve sejtadhézios fehérjék
(17, 28).

¢ Az EMT-n ates6 sejtek teljesen atszervezik kortikalis aktin vazukat, amelynek
eredményeképp lehetdvé valik a dinamikus sejtmegnyulds és az iranyitott
mozgas. Az uj, aktinban gazdag membrannyalvanyok elésegitik a sejtmozgast,
és szenzoros ¢érzékeloknek is felfoghatok. Ezek a nytlvanyok lemezszerii
lamellipodiumok és tiiskeszerii filopodiumok a lamellipoédiumok élén, amelyek
révén képes mozogni a sejt (28). Az EMT soran fokozodik a sejtkontraktilitas
¢és kiilonboz6 aktin stressz-szalak képzodése is, amelyet feltehetden az aktin

............

szabalyoznak (28, 35).

% EMT-t indukal6 faktorok révén a hamsejtekben mesenchymalis sejtekre
jellemz6 gén expresszios program indul el, amely révén kialakul az adott
sejttipusra jellemzé fenotipus (24).

% Bizonyos esetekben az is elmondhat6, hogy megné az intracellularis

sejtorganellumok szama (36).

koztes,atmeneti fenotipusok

epithelialis fenotipus (a sejtek differencialodasa kézben)

mesenchymalis fenotipus

VR RO RSN IR Pyl = —
; [ i I { 3‘) s ‘”"lj Ly — /\_) » >
epithelialis | T > ‘ ) > /71 ~—_  mesenchymalis
sejtek J - w | o | @ ~ Y e — - sejtek
‘ y —— - - - /

epithelialis markerek progressziv elvesztése
és mesenchymalis markerek megszerzése

2. abra. Az EMT soran Kkialakuldé morfoldgiai és molekularis valtozasok
osszefoglalé illusztracioja. Sarga szinnel a hamsejtek, zold szinnel a mesenchymalis
fenotipusu sejtek jeloltek. Az abra Osszefoglalja azokat a faktorokat, amelyek a ham, a
mesenchymalis és az atmeneti Sejtalakokra jellemzéek. (ZO-1, zona occludens-1;
MUC1, mucin 1; SIP1, survival of motor neuron protein interacting protein 1; FOXC2,
forkhead box C2). (14).
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2.2.4. Az EMT-MET indukcioja, molekularis hattere

Az EMT és a MET folyamatat in vitro ham sejtvonalakon, €s in vivo
rendszerekben is tanulmanyozhatjuk, mivel szamos olyan faktor ismert, amelyekkel
ezek az differenciaciés mechanizmusok indukalhatok. Az EMT induktorai k6z¢é olyan
novekedési faktorok tartoznak, mint példaul a transzformalé novekedési faktor béta
(TGF-B), az epidermalis (EGF), a fibroblaszt (FGF), az inzulinszer(i novekedési faktor 1
(IGF-1), vagy a vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF), amelyek megfeleld
szerin/treonin vagy tirozin kinaz receptorukhoz kotve kivaltjak az EMT-t (15, 17, 37). A
novekedési faktorok koziil talan a hepatocita novekedési faktor (HGF) az, amely nem
sorolhatd egyértelmiien az EMT-t indukalo stimulusok kozé. Ismeretesek olyan adatok,
amelyek szerint a HGF EMT-t képes indukalni leginkabb tumoros megbetegedések,
vagy az egyedfejlddés bizonyos szakaszaiban (szomitogenezis, bél és vese polarizalt
epitheliumanak kialakulasa) (14, 15, 38). Vannak viszont forrasok, amelyek a MET-t
aktivalo faktorok ko6zé soroljak (39), hiszen képes csokkenteni a TGF-B szintjét,
helyreallitani a TGF-p altal downregulalodott E-cadherin expresszidjat, és potencialisan
csokkentheti az aktiv MMP-9 mennyiségét (40). Mindezek alapjan gy tlnik tehat,
hogy a HGF szerepe a biologiai folyamat idejétdl és tipusatol fiigg.

A gyulladasos folyamatokban kiemelt fontossaggal biré makrofagok altal
termelt citokinek ko6zott is vannak EMT-t indukalok, mint példaul az interleukin (IL)
csalad néhany tagja (IL-1 o/B, IL-6), vagy a tumor nekrozis faktor alfa (TNFa) (9). Az
EMT ezeken kiviil eldidézhetd akar hiperozmotikus, hiperglikémias és savas oldatos
kezelésekkel is, példaul gyulladasos koriilmények kozott (41). Disszerticiom a
késobbiekben ilyen, indukalt gyulladasos koriilmények kozott tanulmanyozott mesothel
sejtek mesenchymalis atalakuldsat, majd a gyulladas lecsengése utani regeneraciot

részletezi majd.

Az elébbiek alapjan elmondhatjuk, hogy EMT indukalasara megannyi faktor
képes, a novekedési faktorok koziil azonban talan a TGF-f az a citokin, amelynek
kapcsolata az epithelidlis-mesenchymalis atalakuldssal az egyik legjobban feltérképezett
¢s koriiljart téma.

A TGF-B egy olyan, szerkezetileg rokon, regulald fehérjék szupercsaladjahoz
tartozik, amelynek ma mar tobb, mint 40 tagjat ismerjiik (34). Ezen fehérjék ortologjai
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mar olyan primitiv allatok genomjaban is megtalalhatéak, mint a Trichoplax adhaerens
korongallatka (42). A TGF-p szupercsalad két nagy alcsaladra bonthaté a hasonlo
szekvenciajuk és az altaluk aktivalt specifikus jelatviteli utak alapjan. Az egyik
alcsaladba a TGF-B, az aktivin és a Nodal tartoznak, a masik alcsaladba pedig a csont
morfogenetikus protein (BMP), a novekedési és differencialodasi faktor (GDF),
valamint a Miillerian-gatlo faktor (MIS) - mas néven anti-Miiller hormon (AMH) (43) -
sorolhatd (44). Az emlds sejtekben harom, genetikailag elkiilonithetd, de fehérje
szekvencidjukat tekintve jelentés homologiat mutato TGF-B izoforma expresszalodik
(TGF-B1, -B2, -B3), amelyeket humanban a 19q13, 1q41 és 14q24 kromoszomakon 1évé
gének kodolnak (34). Mindkét alcsalad tagjaira altalanossagban jellemz6, hogy

tobbnyire parakrin modon szabalyoznak, vagyis a szomszédos sejtekre hatnak (42).

A TGF-B jellegét tekintve egy nagyon sokszinii, multifunkcionalis faktor (42,
45). Szamos bioldgiai folyamat kulcsfontossagu eleme a férgektdl kezdve a rovarokon
at egészen az emlds fajokig, hiszen a sejtes folyamatok sokasagat képes szabalyozni.
Szerepet jatszik a sejtsors meghatarozasaban az embriogenezis soran ¢és érett
szovetekben is, hatassal van a sejtproliferaciora, a differenciacios folyamatokra, de még
az apoptozisra is (44). Tovabba fenntartja a mar differencialt sejtek homeosztazisat, és
elosegiti a tumorok kialakulasat (34). Az EMT soran betoltott szerepe szintén igen
sokrétii, ugyanis szamos ponton indukalja a mesenchymalis atalakulés alatt lejatszodo
morfologiai és molekularis valtozasokat (45) (3. abra). A TGF-B stimulalja a
integritasat is. NoOveli a sejtek invaziv jellegét, mivel eldsegiti az MMP-2 ¢és -9
expresszidjat. Megfigyelhetd tovabba, hogy a TGF-B aktivalja a fokalis adhéziok
kialakulasat, valamint hatisara a vimentin, a simaizomra jellemz6 aktin (a-SMA) és a

kiilonb6z6 integrinek expresszidja is indukalodik (45).
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Epithelialis #Mesenchymélis
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3. abra. TGF-B hatasara kialakult cellularis valaszok az EMT soran. A TGF-$
szerepet jatszik a sejtkapcsolat felbomlasaban, az ECM szervezésében, az aktin vaz
atformalasaban és a fokalis adhéziok kialakitasaban is. (45).

A TGF-p citokin intracellularis jelatvitele nagyon Osszetett folyamat. Maga a
TGF-B ligandum aktiv formaban egy hidrofob kolcsonhatasokkal stabilizalt, diszulfid-
hid kapcsolt dimer, és a dimerizacioja nélkiilozhetetlen a receptor aktivaciojahoz (34,
42, 44). Receptorai az egyszeres transzmembran doménnel rendelkezd, szerin/treonin
kinaz aktivitast TGF-B receptor I és II (TGF-BR I és II), amelyek koziil a TGF-BR |
(TBR-I) a jelinditasért, a TGF-BR 11 (TPR-1I) pedig a TGF-BR I aktivalaséért felelds
(42). Létezik egy harmadik, jarulékos receptor is, a TGF-BR Il (TBR-1II, vagy
bétaglikan), amely specifikusan, csak bizonyos sejttipusok felszinén jelenik meg,
viszont ha expresszalodik, akkor feladata az érkez6 TGF-B ligand megkotése és
bemutatasa a masik két, szignaling receptor szamara (45). Abban az esetben, amikor
TGF-BR I nincs jelen a sejtek felszinén, a TGF-PB ligandum elészor a TGF-BR 11-hoz
kotddik. Ez a 1épés kell a jeltovabbité TGF-BR I toborzasdhoz. Ezt kovetden a TGF-BR
Il foszforilalja a komplexhez csatlakozott TGF-BR I-et, igy aktivalja azt. Ennek az
aktivalt ligand/heteromer receptor komplexnek az Gsszeszerelédése kell ahhoz, hogy a
citoplazmatikus jel elinduljon. Innen két iranyba mehet tovabb a jelatvitel (4. abra):
vagy az ugynevezett Smad-fiiggé, kanonikus utvonal felé, vagy az ugynevezett Smad-

fiiggetlen, nem kanonikus utak iranyaba (34, 42, 45).

Azt, hogy a két lehetséges utvonal koziil, melyik indul el, a receptor komplex aktivacios
mechanizmusa fogja megszabni. A TGF-BR I és II ugyanis szerin/treonin (Ser/Thr)

vagy tirozin (Tyr) aminosavakon is foszforilalhatoak, igy a receptorokon kialakult
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foszforilacios mintazat a kulcs, amely determinalja, hogy a Smad-fiiggé vagy a Smad-
fliggetlen irdnyba induljon el a jelatvitel. A ligandumot megkotd TGF-BR I
konstitutivan aktiv és autofoszforilalhatja onmagat. A Ser213 és a Ser409 aminosavak
foszforilacidja elengedhetetlen a TGF-BR 1l kindz aktivitdsdhoz, mig a Ser416
foszforilacidjanak gatld hatasa van (46). A TGF-BR Il kinaz aktivalodasa esetén képes
tobbféle szerin és treonin aminosavakon foszforildlni a TGF-BR | intracellularis
TTSGSGSG szekvenciajat, GS doménjét (44). A TTSGSGSG motivum kettd vagy
annal tobb aminosavat érinté mutacidja a TGF-BR I kindz aktivitasanak csokkenéséhez
vezet (46). A GS domén egy olyan rovid juxtamembran szakasz a receptoron, amely a
transzmembran és a katalitikus kinaz domén kozott helyezkedik el, és minden I-es
tipusti receptoron megtaldlhat6. Ennek a GS doménnek a savas felszine képes egy
receptor asszocialt Smad fehérje bazikus felszin¢hez kotddni, amelynek eredménye az
lesz, hogy a TGF-BR | kinaz foszforilalni tudja a hozza asszocialt Smad fehérjét, és igy
a jel a kanonikus Ut iranyaba megy tovabb a célgének felé (47). A TGF-p receptorok
foszforilacidja azonban tirozin aminosavakon is megtorténhet. Szakirodalmi adatok
alapjan a TGF-BR-II autofoszforilalodhat harom tirozinjan is (Tyr259, Tyr336 és
Tyr424), amelyek mutacidja erésen gatolja a receptor kinaz aktivitasat (46). Tovabba az
Is ismeretes, hogy az Src kindz foszforilalni tudja a TGF-BR Il-t 284-es tirozin
aminosavan, igy az SH2-domént tartalmazd ndvekedési faktor receptor-kotd protein 2
(Grb2) és Shc adaptereken keresztiil a p38 mitogén-aktivalt protein (MAP) kinaz
utvonal felé tovabbitja a jelet (46). A TGF-BR I tirozinon vald foszforilacidja révén
szintén egy Smad-fiiggetlen ut, az extracellularis szignal altal regulalt kindz (ERK)

jelatvitel fog végbemmeni a TGF-f hatasara (47).
% A Smad-fiiggé, kanonikus tutvonal:

A jelatvitel ezen utvonal soran a TGF-B receptoroktdl a Smad fehérjéken
keresztiil zajlik. Emberben a Smad fehérjék csaladjaba nyolc protein tartozik, amelyek
koziil 6t (Smadl, 2, 3, 5 és 8), az ugynevezett receptor altal regulalt és ahhoz k6t6do R-
Smad-ok. Ezen faktorok C-terminalisa tartalmazza azt a Ser-X-Ser motivumot, amelyet
a TGF-BR I képes foszforilalni (48). A TGF-B, az aktivin, é¢s a Nodal receptorai az adott
szignalt a Smad2 és Smad3 utjan kozvetitik (42). A masik alcsalad tagjai, mint a BMP
vagy az anti-Miiller hormon pedig a Smadl, 5 és 8 fehérjéken keresztiil bonyolitjak a

jelatvitelt. Az emlitett nyolc fehérje koz¢ tartozik a Smad4, amely az tgynevezett Co-
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Smad-ok csoportjanak egyetlen képviselje. A receptor-foszforialt R-Smad-ok parba
allnak, majd egy Smad4 molekuldhoz kotve homotrimert vagy heterotrimert formalnak.
A Smad4 mivel partnere az dsszes R-Smad-nak, és a legtobb TGF-f szupercsaladhoz
tartazo faktor hatasara kialakult génvalaszhoz sziikséges, ezért nevezték el Co-Smad-
nak, kozos, mediator Smad-nak. A Smad fehérje csalad utolso két tagja a gatlo Smad6
¢s Smad7 fehérjék, az inhibitor Smad-ok (I-Smad) csoportjat alkotjak, és feladatuk,
hogy kapcsolatba Iépve az aktivalt receptorokkal és R-Smad fehérjékkel gatoljak azok
miikodését (48).

Konkrétan a TGF- jelatvitelében szerepld, mar emlitett Smad2-t és Smad3-at az
aktiv TGF-BR | foszforildlja. A foszforilalt R-Smadok ezutan a Smad4-hez kapcsolodva
heterotrimer komplexként egyiitt bekeriilnek a sejtmagba, majd kiillonboz6
transzkripcids aktivatorokon ¢€s represszorokon keresztil a TGF-B valaszgének
specifikus expressziodjat irdnyitjak. Ezek a génexpresszios valtozasok okozzédk az EMT
alatt tapasztalhato morfologiai és genetikai modosulasokat a hamsejtekben (45). A
Smad?2/3 szignal id6tartamat és erdsségét szamos faktor képes befolyasolni. A jelatvitelt
segitd adapter vagy kihorgonyz6 fehérjék, mint példaul a SARA vagy a Dab2
biztositjdk a Smad2 és 3 foszforilaciojat. Ezzel szemben a mar emlitett I-Smad-ok
viszont megakadalyozzak az R-Smad fehérjék foszforilacigjat, és degradaciora kiildik a
TGF-p receptorokat (45).

0,

% A Smad-fiiggetlen, nem kanonikus utvonalak:

A TGF-p jel sok egyéb, a Smad fehérjéket nem érintd alternativ jelatviteli itvonalat
is képes indukalni a sejten beliil. Ezen szignal utvonalak sokfélesége biztositja a TGF-f3
multifunkcios szerepét a sejtek életében (34). TGF-f stimulusra aktivalodhatnak a:
foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K) - protein kinaz B (PKB/Akt) - mechanikai/emlds
rapamycin célfehérje (MTOR) jelatvitel; az ERK1/2, c-Jun N-terminalis kinaz (JNK),
p38 MAP kinaz ttvonalak; a nuklearis faktor kappa B (NF-«xB), valamint a kis, GTP-
kot fehérjék, példaul a Racl, Ras, RhoA GTP-azok altal kozvetitett szignaling
mechanizmusok is (34, 45). Habar szamos jelatviteli titvonal indukalodhat TGF-$
jelenlétében, hatasat végsé soron mindig a transzkripcios faktorok és a gének szintjén
éri el. A Snail, a ZEBI, a Twist vagy a Stat3 transzkripcios faktorok aktivalasaval

indukalja az EMT-specifikus gének atirodasat, valamint DNS-metilacios
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modositasokkal képes represszalni bizonyos gének, példaul az egyik legfontosabb

epithelialis faktor, az E-cadherin expresszidjat (45).
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4. abra. A TGF-p altal indukalt jelatviteli utak sematikus osszefoglalo abraja. Az
illusztracid feltiinteti a kanonikus €s nem kanonikus jelatviteli utak lehetséges
kimeneteleit, és azt, hogy az altaluk szabdlyozott génexpresszids mechanizmusok
milyen sejtélettani folyamatokat inditanak el. (TRAF4/6, TNF receptor-asszocialt faktor
4/6). (49).

Eddigi ismereteink alapjan levonhato tehat az a kovetkezetetés, hogy az EMT
egy nagyon oOsszetett, és finoman szabalyozott folyamat, amelynek 1épései, jelatviteli
utvonalai meglehetdsen jol ismertek. Nem vitathaté azonban, hogy a MET, az EMT
ellentettje legalabb olyan komplex, Iétfontossagu folyamat. Szerepe példaul az
embriogenezis folyaman megkérddjelezhetetlen (14, 27), viszont az altalanos
szabalyozasaban szerepet jatszé szignalizacids utvonalakrol kevesebbet tudunk.
Folyamatanak feltérképezése féleg metasztazisok kapcsan keriilt el6térbe, mivel kulcs
szerepe van az attétes megbetegedések kialakulasaban (23, 29). Szamos patologiai,
molekularis és morfometriai vizsgalat segitségével azonban sikeriilt néhany olyan
tényezO6t azonositani, amelyek biztosan befolyasoljak a MET mechanizmusat. Annak

fényében, hogy az EMT ¢és a MET altalaban egymassal 0sszefliggésben allo, sokszor
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egymast kiegészité folyamatok (18), érheté, hogy jelatviteli tvonalaik kozott is
vonhato némi parhuzam. Az egyik ilyen parhuzam a TGF- szupercsaladhoz vezet.

A BMP-k multifunkcionalis novekedési faktorok, amelyek - a BMP1
metalloproteaz kivételével - a TGF-B szupercsalddhoz tartoznak, és csakigy, mint a
csalad Osszes tagja, szamos biologiai folyamatban igen jelentds szereppel birnak (50,
51). Eddig tobb mint 20-féle BMP fehérjét azonositottak és karakterizaltak a kutatok
(51). Szerepiiket az elmult években alaposan tanulmanyoztak az embrionalis fejlodés
soran, valamint kiilonb6zo cellularis folyamatokban posztnatalis és feln6tt allatokban
egyarant (51). Mar az 1960-as években rabukkantak a BMP-k miikodésére, maguk a
fehérjék azonban ismeretlenck maradtak a ’80-as évek végéig (52), amikor el6szor
tisztitottak és szekvenaltak szarvasmarha osteogenint (BMP3), és klonoztak human
BMP2-t, illetve BMP4-et, igy azonositottak ¢ket, mint csont- és porcképz6dést indukald
molekulakat (50, 51). A hosszu évtizedek ota végzett kiillonb6z6 vizsgalatok kimutattak,
hogy a BMP jelatvitel kozponti szerepet jatszik még a szivfejlédésben és az
idegrendszer kialakulasaban is (51). Emellett gerincesekben fontos regulatora a végtag-
¢s fogfejlodésnek, vezérli a dorzo-ventralis irany kialakuldsat, és szabdlyozza az
apoptozist (50). Az, hogy a BMP fehérjék is - csak ugy, mint a TGF-B - rendkiviil
sokszinli  funkciét képesek ellatni annak  koOszonhetd, hogy  szignaling
mechanizmusaikban szamos intracellularis partner vesz rész, és a kialakuld jelatviteli

utak kommunikalva mas utvonalakkal nagyon sokféle valaszt tudnak Iétrehozni (50).

A BMP fehérjék ahhoz, hogy biologiailag aktiv ligandumként jelatvitelt
tudjanak indukalni proteolitikus hasitdison mennek keresztiil, majd homo- és
heterodimereket formalnak. Bizonyos heterodimerek, mint példaul a a BMP2/6, a
BMP2/7 vagy BMP4/7 joval hatékonyabbak, mint homodimerjeik (53). Az aktiv
ligandumok ezutan - ugyanugy, ahogyan a korabban emlitett TGF-f is - egyszeres
transzmembran doménnel rendelkez6 szerin/treonin kinaz receptorokon (BMPR-I és -11)
keresztiil képesek jelatviteli folyamatokat indukalni (50). A receptoroknak szamos
altipusa 1étezik, hatféle I-es tipust és haromféle ll-es tipust receptorrol tudjuk, hogy
képes BMP jelet kozvetiteni (53). BMP ligandumot a haromf¢le 11-es tipusa receptorbol
specifikusan csak a BMPR2 (BMPR-II) tud kotni, a 2A és 2B tipusu receptorok
(ACVR2A és 2B, vagy ActR-1I és ActR-11B) aktivin kotéséért is felelnek (51, 53). Az I-
es tipusu receptorok koziil a BMPR1A (BMPR-IA, mas néven ALK-3) és BMPR1B

23



DOI:10.14753/SE.2019.2320

(BMPR-IB, ALK-6) képes csak BMP ligand kotése altal jelatvitelt inditani, a tobbi az
aktivin vagy a TGF-f szignal transzdukcios folyamataban jatszik szerepet (53). Mindkét
receptor tipus tartalmaz egy ligandkoté domént az extracellularis N-terminalisan, ezért
mindkét receptornak van szerepe a beérkez6 ligandum megkotésében (53). A két tipusu
receptor a ligandum kotése utan aktiv heterotetramer receptor-komplexet formal, ezt
kovetéen pedig jelatviteli folyamatokat indit el. Hasonloképpen zajlik a folyamat,
ahogyan az mar a TGF-B szignaling esetében bemutatasra keriilt. A BMPR2
transzfoszforilalja az I-es tipusi receptor GS doménjét, amely egy downstream

jelatviteli kaszkadot indit el (53).

A jelatvitel ebben az esetben is kétféle iranyba indulhat el: Smad-fiiggd és
Smad-fiiggetlen tUtvonalak felé (5. abra). Az egyes tipust BMP receptor szubsztratjai
kozé tartoznak a mar emlitett Smad fehérjék, amelyek koziil a Smadl, az 5 ésa 8 a
BMP receptorok kozvetlen downstream molekulai. Ezeket a Smad fehérjéket ligandum-
fliggd modon foszforilaljak a BMP receptorok, majd a foszforilalt forméjuk tarsul a
Smad4 fehérjével, amely k6zos partnere minden receptor-asszocialt Smad-nak. Ez az
aktivalt, heteromer komplex aztan transzlokalodik a sejtmagba, és génexpresszios
folyamatokat indukal mas transzkripcids faktorok kozremiikodésével (51). Azonban a
BMP-k esetében is aktivalodhat Smad-fiiggetlen utvonal. Vannak adatok, amelyek
szerint a BMP fehérjék nagyobb affinitassal kotddhetnek az I-es tipusu receptorokhoz.
A ligandum a BMPR1A-hoz vagy 1B-hez kotve segiti a BMPR2 toborzasat a
heterooligomer komplexhez, amely végiill Smad-fliggetlen jelatvitel beinditasat
eredményezi majd (53). Az apoptozis gatlasaban szerepet jatszo, ugynevezett XIAP
adapter fehérjeként miikodik az I-es tipust receptor és a TAB fehérjék (TGF-f aktivalt
kotofehérje 1, 2, 3) kozott, amely késébb bekapcsolja a TGF-f aktivalt tirozin kinaz 1-et
(TAK1). Ez a TAK1 nevezetii fehérje pedig olyan utvonalakat indit be, mint példaul a
MAP kinaz, a JNK vagy az NF-«B jelatviteli mechanizmusok (53).
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5. abra. A BMP altal indukalt jelatviteli utak osszefoglaléo abraja. (A): Az abra
feltiinteti a BMP jel hatasara kialakulo Smad-fiiggetlen Gtvonalak ko6ziil a MAP kinaz
jelatviteli utvonalat, tovabba a Smad-fiigg6 jelatvitelt is. Az I-Smad fehérjéken kiviil az
ugynevezett Smurfl/2, valamint a NEDD4-2 faktorok az R-Smad fehérjék degradacioja
révén gatolni tudjak a jelatvitelt. (B): A BMP ligandumok és az azokra specifikus I-es
¢és II-es tipusu receptorok filogenetikai csoportositasa. (Smurf, Smad ubiquitinilaciot
regulalo faktor). (53).

A BMP szamos sejtélettani folyamat fontos szerepldje, de leginkabb fejlédéstani

vonatkozasai ismertek. Kiemelendé azonban, hogy mas cellularis folyamatoknak is

kulcsfontossagu szabalyozodja. Vannak arra vonatkazé adatok, hogy a BMP fehérjék,
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ellensulyozva a TGF-B hatasat MET-et indukalnak szamos tumoros sejtben (23) (6.
abra). Prosztata rak, emlérak és nyeldcsdi adenokarcindma vizsgalata soran kimutattak,
hogy BMP7-tel el6idézheté a mesenchymalis jellegli sejtek epithelialis visszaalakulasa
(23). Human melanoma sejteken végzett vizsgalatok soran is azt talaltak, hogy BMP7
kezelés hatasara csokkent a tumorsejtek migracidos képessége, igy kevésbé voltak
invazivak; tovabba, az EMT-t indukald fontos transzkripcios faktorok (Snail, Twist,
Slug stb.) szintézisének csokkentésével kivalthatd volt a MET (54). Az emlitett
transzkripcids faktorok gatlasaval olyan gének expresszidja indulhatott el jbol, mint
példaul az E-cadherin, amely nemcsak jellegzetes hamsejt marker, hanem jelentds
MET-et stimulal6 hatasa is van. Jelentdségére mar 1988-ban felfigyeltek egér szarkoma

S180-as sejtvonal vizsgalata soran (55).
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6. abra. A TGF-p és a BMP szerepe az EMT és MET indukciéjaban. TGF-f
stimulus hatasara az EMT-specifikus transzkripcios faktorok aktivalodnak, és
végbemehetnek az EMT-re jellemz6 morfologiai, molekularis valtozasok. A BMP
szignal indukalta szabalyozas forditva torténik: az ugynevezett differencidcids inhibitor
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gének (ID gének) aktivalodnak, amelyek negativan reguldljdk az EMT specifikus
transzkripcios faktorait. Az abra mutatja a microRNS-ek, a hossza, nem kdédoldo RNS-ek
(IncRNA) és a kromatinszabalyoz6 faktorok represszalo hatasat is. (56).

Az emlitett példak és adatok egyértelmiien azt mutatjak, hogy az EMT és a MET
rendkiviil szoros kapcsolatban allnak. Az indukal6 hatasok kozotti finom hangolasok
kulcsfontossagiak mind az EMT, mind a MET lefolyasaban. A ham-, illetve a
mesenchymalis jellegli sejtekben zajlo jelatviteli utak egy komplex hélozatot alkotnak,
¢és tagjai kozott allandé a kommunikdcio. A kiillonbozd szignalizécios szabalyozasok
egymasra gyakorolt hatdsa, kiegyenlitése vagy ellensulyozasa pedig szigorian
befolyasolja az EMT ¢és MET soran lejatszodd ellentétes iranyu morfologiai,
molekularis és biokémiai valtozdsokat, amelyek a sejtek fenotipusanak kialakitasaért

felel6sek (7. abra).
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7. abra. Az EMT és a MET indukalé hatasai, és a két folyamat kulcsfontossagu
l1épései. (57).
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2.3. A kolonia-stimulalo faktorok
2.3.1. A kolonia-stimulalo faktorok felfedezése

Mar az 1960-as évektdl fogva voltak probalkozasok arra, hogy megismerjék a
kiilonboz6 fehérvérsejt populdciok homeosztazisanak reguldtorait. A nagy attorést végiil
két kutatocsoport érte el szinte egy idében, amikor is olyan modszert fejlesztettek ki,
amellyel sikeriilt fehérvérsejt kolonidkat noveszteni egér csontvelobdl és 1épbol
szarmaz6 sejtekbOl félig szilard agaron, majd metilcelluloz kulturakban (58-60). A
kiilonleges az volt ezekben a tenyészetekben, hogy egy progenitor sejt klonjai voltak, és
hogy a telepek kialakuldsa, nagysaga ¢és szama fliggott a hozzajuk adott szovet
extraktumoktol, illetve a kiilonb6z6 szovetek altal kondicionalt médiumtol. Egyértelmi
volt, hogy a tenyészetek fenntartasahoz és a koloniak formalasahoz elengedhetetlen egy
addig ismeretlen faktor (késébb kolonia-stimulalé faktor), amely segiti a rendszer
fennmaradasat, a sejtek osztodasat (58). Mar az 1970-es évek elejétdl van irodalmi adat
a kolonia-stimulalé faktorral (CSF) végzett kisérletekrél. Trudgett és munkatarsai 1973-
ban in vivo, életképes Salmonella typhimurium-al fert6zott egerekben, illetve in vitro
koriilmények kozott vizsgaltdk a granulocita-makrofag koloniat formald progenitor
sejteket, valamint a CSF szerepét ezekre a sejtekre és a makrofagok aktivalasara (61).
Ekkor mar arra vonatkozodan is voltak adatok, hogy olyan reguladtor molekuldk, mint a

makrofag-novekedési faktor (MGF) és a CSF szabalyozni képesek a mar aktivalt

crer

‘‘‘‘‘‘

(62).

2.3.2. A kolonia-stimulalo faktorok csoportositasa, funkcidja, jellemzoi

Kezdetben ugy gondoltik, hogy csak egy tipustt CSF létezik, amely szabalyozza
a granulocitdk ¢és a makrofagok termelddését, aktivalodasat, késdbb azonban
egyértelmiive valt, tobbféle stimulator fordul el6. Ezen molekuldk kinyerése és tisztitasa
igen nagy erbfeszitéseket vett igénybe, hiszen, - mint utobb fény deriilt ra - négy
teljesen kiilonbozéen glikolizalt kolonia-stimulald fehérjérél volt szo, amelyek
mindegyike kiilonboz6 sejtkoloniakra van stimulalod hatassal (58). A foként 1977 és
1986 kozott végzett kisérletek és analizisek soran végiil azonositottak azt a négyféle

faktort (8. abra), amelyeket aztan a kiilonboz6 stimulalo funkciojuk alapjan neveztek el,
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¢és valdjaban a citokinek csoportjaba sorolhatok (63). Az egyik tipus a multipotencialis
kolonia-stimulalo faktor (CSF), amelyet gyakran interleukin-3-ként (IL-3) emlitenek, és
a vérképzé sejtkoloniak széles skalajat képes stimulalni. A masik kett6 a granulocita
kolonia-stimulalé faktor (G-CSF, vagy mas néven CSF3), illetve a makrofag
koloniaképzodést stimulalo faktor (M-CSF, masik nevén CSF1). A negyedik tipus pedig
az, a munkank soran is vizsgalt glikoprotein, amely a granulocita- (és) makrofag
kolonidk képz6dését egyarant képes stimulalni, a granulocita-makrofag kolonia-
stimulalo faktor (GM-CSF, avagy CSF2) (58, 63).

( ° Hematopoetikus dssejt
‘ ° BL-CFC

SCF

TPO

FL
sejtvonal

IL-6
iranyaba elkotelezett G-CSF
progenitor sejtek ‘ ° ° GM-CSF

G-CSF DC
GM-CSF ° ‘ M-CSF
IL-3 GM-CSF

e lGM—CSF @

IL-3

@5
‘@@ ©

8. abra. A négyféle kolonia-stimulalé faktor szerepe az immunsejtek csoportjahoz
tartozoé granulocitak, makrofagok és dentritikus sejtek differencialodasaban. (DC,
dentritikus sejtvonal; TPO, thrombopoietin, FL = FIt3 ligandum). (63).

© 2013 American Association for Cancer Research

Ezek a mester regulatorok 18 és 70 kDa kozotti molekula tomegl
glikoproteinek, szénhidrat-csoportjuk csak fél-életidejiiket hosszabbitja meg in vivo,
biologiai aktivitasuk szempontjabol nem sziikséges a glikozilacié sem in vivo, sem in
vitro (63).
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A CSF-ek specialis membran-receptorokon Keresztiil hatnak, amelyek
meghatarozott valaszokat képesek kivaltani a sejtekben. Annak ellenére, hogy a
célsejteknek viszonylag kevés, csak néhany szaz receptor van a felsziniikon, ezek a
stimulaloé faktorok rendkiviil nagy specifikus aktivitast mutatnak mar pikomolaris
koncentracioban is (63). A kiilonb6z6 kolonia-stimulald faktorok a lehetséges biologiai
valaszok széles palettajan képesek hatni és ezzel szabalyozni a granulocitak és
makrofagok sejtpopuléciodit. Legfontosabb funkcioik kozé tartozik, hogy gatolni tudjak
az apoptozis folyamatat; dozis-fiiggd moddon stimuldljak az egyes sejtosztodasokat;
befolyasolni tudjak a sejtek elkotelezodését és differencidlodési utvonalat; a mar
szabalyozni; és jelent6sen serkentik az érett neutrofil granulocitak és makrofagok
funkcionalis aktivitasat (63).

A kiilonb6zé kolonia-stimulald faktorok jelentdsége nemcsak a kisérletekben,
hanem a klinikumban is igen nagy hangsulyt kap. Ma mar a tumoros megbetegedések
gyogyitasa soran is rendkiviil fontos szereppel birnak, ugyanis - példaul a kemoterapiat
kovetden - tobb millid rdkos betegben sikeriilt ndvelni a veszélyesen alacsony

fehérvérsejt szintet rekombinans GM-CSF és G-CSF kezeléssel (58).

2.4. A granulocita-makrofag kolonia-stimulalé faktor (GM-CSF)
2.4.1. A granulocita-makrofag kolonia-stimuldlo faktor (GM-CSF) felfedezése

A granulocita-makrofag kolonia-stimulalo faktor (GM-CSF) egy igen fontos
hematopoetikus ndvekedési faktor és immunmoduléator, amelyet elészor - kordbban
lipopoliszachariddal (LPS) injektalt - egér tiidoszovet-kondicionalt médiumban
in vitro, és granulocita, illetve makrofag kolonidkat eredményezett (64). A human GM-
CSF-et eloszor 1985-ben szekvenaltak meg sikeresen, a ragcsald megfeleljét pedig
1994-ben (65).

2.4.2. A granulocita-makrofag kolonia-stimulalo faktor (GM-CSF) bemutatdsa
A GM-CSF az l-es tipusu citokinek kozé tartozik, és szerkezetében 4 a-hélix-et

figyelhetiink meg. Nativ formdjaban egy monomer, 23 kDa tomegt, glikolizalt fehérje,
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amely 127 aminosavbol all (64, 65). A GM-CSF gén humanban az 5. kromoszoéma
kromoszoma hosszu karjanak delécidja akut myeloid leukémiaval (AML) tarsul,
azonban az AML nem mindig az 5q deléci6jabol szarmazik. Ugyanez a kromoszomalis
régi6 szorosan kapcsolodik mas citokineket (IL-4, -5 és -13) kodolo génekhez is (65).

A GM-CSF szérumbeli koncentracidja fiziologids koriilmények kozott 20-100
pg/ml, amely azonban jelentdsen megnd mikrobidlis agensek, kiilonb6zd citokinek,
antigének vagy gyulladasos faktorok (TNFa, IL-1, LPS) stimulalasaval (65). GM-CSF-
et szamos sejtféleség képes termelni mind normal, mind indukalt kornyezetben: T-
sejtek, B-limfocitak, NK sejtek, neutrofil és eozinofil granulocitak, makrofagok,
keratinocitak, endothel sejtek, sima izomsejtek, fibroblasztok, kondrocitak,
oszteoblasztok, hizdsejtek, multipotens mesenchymalis stromalis sejtek és még Paneth
sejtek is (64, 65). Arra vonatkozodan is vannak adatok, hogy EGF, lipopoliszacharid
vagy TNF indukalasaval a mesothel sejtek is képesek GM-CSF-et termelni (66),
ahogyan ezt a mi is tapasztaltuk rendszeriikben (67). Bar a GM-CSF szintézisére sokféle
sejttipus  képes, termelddése és hatdsa nagyrészt lokdlisan, az adott gyulladas
kornyezetében fordul elé (65). A G-CSF-el ellentétben, amely igen specifikusan segiti
sejtvonalra kiterjed (9. abra), els6sorban a makrofagokra és az eozinofil granulocitakra
(68). Ez a citokin igen fontos szerepet jatszik egyebek mellett a granulocitak és
érésében ¢és az NK-sejtek differenciaciojaban (65). Azonban Szamos nem-
hematopoietikus funkcidja is van, példdul hozzdjarul a gyulladdsos valaszok
kialakitasahoz, szabalyozza és aktivalja az immunrendszert, aminek kovetkeztében
szamos betegség hattere lehet (pl. Felty-szindroma, sziv- és érrendszeri, valamint

anyagcsere betegségek), és dsszekottetésben all a tumorsejtekkel is (65).
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9. abra. A GM-CSF hatasanak osszefoglaléo abraja az immunrendszer Kkiilonbozé
sejtjeire. (69).

2.4.3. A granulocita-makrofag kolonia-stimulalo faktor receptorok (GM-CSFR)

A kolonia-stimulald faktorok specifikus sejtfelszini receptoraikon keresztiil
képesek hatasukat kifejteni a célsejtekre (10. abra). A korabban emlitett G-CSF és M-
CSF receptorai homodimerek, raadasul a M-CSF receptora tirozin kinaz aktivitassal is
rendelkezik. A masik két faktor, a GM-CSF, valamint a CSF (IL-3) receptorai - tovabba
az IL-5 receptora is - ezzel ellentétben heterodimerek, és az intracellularis jelatvitel

beinditasaért felelés B receptor alegységiik k6zos (63, 70).
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10. abra. A Kkiilonb6z6é kolonia-stimulalo faktorok és receptoraik, valamint
kifejezodésiik és hatasuk az immunrendszer sejtjeire. Az M-CSFR egy homodimer,
amely a mononuklearis fagocita rendszer legtobb tagjan expresszalodik, kanonikus
ligandja a M-CSF, de kotni tudja az IL-34-et is. A GM-CSFR-t hasonloképpen szamos
sejt képes expresszalni, viszont ez egy heteromer receptor komplex. A receptor 3
alegysége dimert tud formalni a GM-CSF-specifikus o lanccal vagy az IL-3 és -5
specifikus o receptor alegységével is. A G-CSFR, az M-CSFR-hez hasonldan szintén
homodimer, ¢és elsdsorban granulocitakon expresszalodik. (MF, makrofag; Mo,
monocita; MC, monocita eredeti sejt; DC, dendritikus sejt; GC, granulocita). (70).

A GM-CSF citokin receptora egy heteromer komplex, amely egy ligand-
specifikus és ligand-kotd, kb. 60-80 kDa molekulastlya o alegységbdl (GM-CSFR a,
CD116) és egy 120-140 kDa molekulasulyu, szignaltrandukcioért felelds B alegységbdl
all (GM-CSFR B, CD131) (65). Mind az a, mind a B lanc I-es tipust transzmembran
glikoproteinek, amelyek jol azonosithatéak a citokin-receptor homoldgia modulok
(CRM) alapjan, és két fibronektin I1l-as tipusu domént tartalmaznak (65). A GM-CSFR

a alegységnek 8 ismert izoforméja kozil, csak az al és a2 vesz részt valamilyen
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jelatviteli utvonal indukalasaban. Az o alegység habar ligand-specifikus, igen Kkis
affinitdssal koti a GM-CSF fehérjét, ez a kotési hatékonysdg azonban jelentdsen
megerdsodik GM-CSFR B expresszio mellett. A GM-CSFR J altaldban kontitutivan
expresszalodik a sejtek felszinén (65, 71). Az a lancnak ugyan nincs kozvetlen szerepe a
kiilonboz6 jelatviteli utak indukdldsdban, de jelent6ségét mutatja, hogy teljes
hianyokat okoz (65). A GM-CSFR igen kis mennyiségben van jelen (100-1000
molekula/sejt) a hematopoetikus sejtek (pl. granulocitak, makrofagok, limfocitak,
monocitak, megakariocitak, plazma sejtek, dendritikus sejtek) plazmamembranjan,
azonban a nem-vérképz6 Ossejt eredetii sejtek felszinén is expresszalodik (pl. endothel

sejtek, oligodendrocitak, mikrogliak, asztrocitak, epithelialis sejtek) (65).

2.4.4. A GM-CSF és receptora altal szabalyozott jelatviteli uitvonalak

A GM-CSF receptor komplex aktivacidja a ligand megkotésén, a kétféle
alegység teljes intracellularis régidinak meglétén, a receptor dimerizaciojan és a tirozin
aminosavak transzfoszforilaciojan alapszik (65, 72). Ennek a receptor komplexnek
azonban nincs belsd, ugynevezett ,,intrinsic” tirozin kinaz aktivitasa, ezért a kés6bbi
transzdukcids 1épésekhez elengedhetetlentil sziikséges egy nem receptor-tipusu kindz, a
Janus Kinaz 2 (JAK2). A JAK?2 csakis a 3 alegységhez képes kapcsolddni, és f6 feladata
annak transzfoszforilalasa (72). Régota ismert, hogy a B lancok valdjaban homodimer
formaban vannak jelen, azonban intracellularis régidik koriilbeliill 120 A tavolsagra
vannak egymastol, és emiatt az alegység transzfoszforilacidja nehéz feladat (65).
Rontgenkrisztallografias modszerrel viszont sikeriilt kimutatni, hogy két hexamer GM-
CSF ligand-receptor komplex (2 a, 2 B és 2 GM-CSF ligandum) ,head-to-head”
orientacioban képes Osszeszerelddni, és igy 1étre tud hozni egy dodecamer komplexet.
Ezen konformacio segitségével két B lanc citoplazmatikus farki régidja megkozelitdleg
10 A tavolsigra lesz egymastol, lehetévé téve ezzel a JAK?2 éltali transzfoszforilaciot, és
a kiilonbozo jelatviteli utak beinditasat (71, 72).

Az aktivalodott JAK2 kiilonb6z6 tirozin (Y577, Y612, Y695, Y750, Y806,
Y866) (73), és szerin aminosavakon képes foszforilalni a receptor B alegységet (72) (11.
abra). A kialakult foszforilaciés mintdzatnak pedig igen dontd szerepe van abban, hogy

milyen irdnyban indul el a jelatvitel. A tirozinon foszforilalt GM-CSFR f példaul az Src

34



DOI:10.14753/SE.2019.2320

homolgy 2 és foszfotirozint koté doménnel rendelkezd fehérjéket toborozza, amelyek
kanonikus JAK-STAT, Ras-MAPK ¢és PI3K utvonalakat indukalnak (72, 73). Az
azonban igen fontos kérdés, hogy mi szabalyozza a receptorokon Kkialakult
foszforilaciés mintazatot. lrodalmi adatok szerint donté tényez6 a GM-CSF ligand
koncentracioja; ugyanis a 10 pM-nal alacsonyabb GM-CSF koncentraci6 a receptor f3
alegység 585. szerinjének (Ser585) foszforilacigjat eredményezi, amely csakis a sejtek
tulélésért felelds Gtvonalakat képes indukalni. Ezzel ellentétben, 10 pM-os vagy annal
nagyobb GM-CSF koncentracié esetén az 577. tirozin foszforilalodik a B lancon, amely
foszforilacidos forma kolcsondsen kizarja egymast, €s idérendben el0szor mindig a
Ser585 foszforilacigja kovetkezik be. A tirozin foszforilaciojanak hidnyaban a receptor
B alegységekhez asszocialt JAK2 molekulék kellden messze vannak egymastol, igy nem
lehetséges a transzfoszforilacié mechanizmusa, viszont lehetévé teszi az emlitett szerin

r1r120 .0

(72).
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11. abra. A GM-CSF altal indukalt jeltaviteli utak dsszefoglalé abraja. Az abra bal
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pM-koncentracioban jelen 1évé GM-CSF indukal a receptor B Ser585-0s
foszforilacidjan keresztiil. A GM-CSF magasabb koncentracioban azonban nemcsak
tulélésért, de proliferacioért is felelos jelatviteleket is képes indukalni kiilonbdzo
tirozinokon foszforilalt B receptora révén. (Jak-STAT, Ras-MAPK, PI3K). (72).

A GM-CSF citokin a klasszikus JAK-STAT futvonalon keresztiil szamos
jelatalakito és aktivalo transzkripcios faktor (STAT) aktivalasat képes indukalni (73). A
JAK2/STATS kanonikus tutvonal soran a JAK2 transzfoszforilalja a GM-CSF receptor f3
alegységét, leggyakrabban az 577-es pozicidban 1évé tirozinjan. A STATS
foszforilacigjaért szintén a JAK?2 felel, de az Src kinazok is képesek azt aktivalni (73).
A STAT5 Kkonzervalt tirozin aminosavan torténé foszforilacidja soran olyan
konformaciovaltozas jon l1étre, amely lehetvé teszi a homodimerek vagy heterodimerek

kialakulasat (73). Ezek a dimerek, aztan DNS-kot6 és transzkripciot szabalyozo
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képességgel birnak, bejutnak a sejtmagba, ahol funkcionalis transzkripcios faktorokként
miikddnek (73). Specifikus DNS elemekhez képesek kotddni, igy szabalyozzak a sejtek

rrrrr

2.5. Az autofagia

2.5.1. Az autofagia révid torténete, bemutatasa

Az autofagia gorég eredetli sz6, amely az Oonmagat (auto) emésztd (phagy,
phagein) szavakbol tevodik Ossze, jelentése: onemésztés (74). Az autofagia kifejezést
Christian de Duve alkotta és hozta koztudatba a CIBA Foundation szimpo6ziuman 1963-
ban (75, 76). A lizoszomak felfedezése (1955), - amelyért de Duve 1974-ben Nobel-
dijat kapott - vezetett az autofagia folyamatanak felismeréséhez is. Az autofagia nevét
morfologiai megfigyelések utjan kapta: patkany majsejtek lizoszomait tanulmanyoztak
elektronmikroszkop segitségével, s kozben Ccitoplazma maradvanyokat, illetve

sejtorganellumokat tartalmazoé vezikulakat talaltak a sejtekben (76).

Az autofagia nagyon erdsen konzervalt, cellularis Gjrahasznositisi folyamat,
amely minden eukaridta sejtben lejatszodik. A citoplazmatikus fehérjek, kiilonféle
makromolekuldk ¢és sejtorganellumok lebontasa, és a keletkezett bomlastermékek
Ujrahasznositasa révén az autofagia igen fontos szerepet jatszik szdmos biologiai
folyamatban, a sejtek talélésében és fennmaradasaban, szabalyozasa alatt tartja a sejtek
alapvetd é¢letfunkcioit. Ennek megfeleléen a folyamat barmilyen diszfunkcidja szdmos
betegség kialakulasahoz jarul hozza (77). Korabban ugy vélték, az autofagia a
programozott sejthaldlok csoportjaba tartozik, és Il-es tipust sejthaldl formanak is
nevezték. Mara mar azonban nyilvanvalova valt, hogy az autofagia, mint kifejezés nem
csupan a sejthalalhoz vezeté egyik ut, hanem sokkal inkabb egy Osszetett, degradativ
cellularis folyamat (78). Hagyomanyosan a tapanyaghianyos vagy éhezéses
koriilmények celluldris valaszaként ismerték az autofagiat, az utobbi években végzett
vizsgélatok azonban azt mutattdk, hogy az autofagia a stresszre adott altalanos cellularis
vélasz. Erdekes modon, a kisérleti koriilmények, legféképpen a stressz szintjének
fliggvényében, az autofagia kozvetleniil indukalni tudja a sejtek talélését vagy a sejtek
halalat is (74) (12. abra). Amellett, hogy szamos fejlédési és differenciacios folyamat

soran nélkiilozhetetlen az a cellularis megujitas, amelyet az autofagia biztosit (79), a
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kozelmultban végzett vizsgalatok kimutattdk, hogy alapvetd szerepet jatszhat a

gyulladasos folyamatokban is (80-82).

12. abra. Az autofagia lehetséges végkimenetelei a sejtet éré stressz és az autofagia
intezitasanak fiiggvényében. A stressz korai szakaszaban 4&ltaldban egy alap
intenzitasi autofagia indukalodik, amely citoprotektiv hatasu, és a sejtek tulélését
eredményezi. Ha azonban a sejtet éré stressz stlyos és hosszan tartd, akkor nagyon
intenziv, talzott aktivitasu autofagia indul el, amely a sejt karosodasahoz és halalahoz
vezethet. (74).

2.5.2. Az autofag folyamatok osztdlyozasa

Emlés sejtekben harom elsddleges tipusu autofag folyamatot kiilonboztetiink
kiilonboznek, de végsd kimenetelilk minden esetben a lebontandd cargo lizoszomakba
vald juttatasa és lebontasa (77). Ezen harom tipus a mikroautofagia, a makroautofagia,
valamint a chaperone-medialt autofagia (CMA) (74, 77).
Mikroautofagia soran a citoplazmatikus tartalom kozvetlen felvétele torténik a

crer

azonban nagyon kevés modszer all rendelkezésre ahhoz, hogy részleteiben
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tanulmanyozzak a folyamatot, elég keveset tudunk még a mikroautofagiarol (77). A
chaperon-medialt autofagia ellentétben a mikro- ¢€s makroautofagiaval, nagyon
specifikus, és szelektiven végzi a nem feltekeredett vagy hibasan feltekert, ugynevezett
,sunfolded” fehérjék lizoszombakba torténd transzportjat. A nem feltekert fehérjék
ugyanis tartalmaznak egy KFERQ konszenzus szekvencidt, amelyet a CMA egyik
kozponti szerepldje, a HSPAS/HSC70 hdsokk fehérje mas ko-chaperonokkal egytitt
felismer. Ezutin a HSPA8 a lizoszomahoz szallitja, ahol a membran-asszocialt
LAMP2A receptorokon keresztiill a fehérje bejut a lizoszoma Iumenébe, és
degradalodik. A CMA rendszerével nagyon sokféle fehérje lebontéasra keriil, beleértve
transzkripcids faktorokat, kalcium- és lipid-kotd fehérjéket, glikolitikus enzimeket,
proteaszoma alegységeket vagy vezikularis transzportfehérjéket (77). A makroautofagia
a masik két tipussal szemben egy de novo keletkez6, kettés-membrannal hatarolt egyedi
sejtorganellum, az autofagoszoma segitségével szallitja az altala koriilhatarolt, és
bekebelezett cargot lizoszomalis lebontasra (76, 77). A tovabbiakban az autofagia

szohasznalat mindig a makroautofagiara utal.
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13. abra. Az autofagia tipusai. A harom kiilén csoportba sorolt autofag folyamat
(mikro-, makroautofagia, chaperon-medialt autofagia), és ezen folyamatok soran
lejatszodo legfontosabb 1épések. (77).
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2.5.3. A makroautofagia folyamatanak lépései és markerei

Az autofagia dinamikus folyamata 1épésrél-lépésre nyomon kovethetd a
jellegzetes citoplazmatikus sejtorganellumai altal, amelyek kiilonb6z6 markerek
segitségével, valamint ultrastrukturalisan is jol azonosithatok és megkiilonboztetheték

(14. abra).

Az egész folyamat egy csésze alaki vagy ,,C”-betit formald kettds
membranzsakkal kezdddik, amelyet izoldld6 membrannak, vagy mas néven fagofornak
neveznek (83). Ez a membran elkiiloniti és koriilhatarolja a citoplazma egy kis részletét
a késobb lebontasra szdnt makromolekulakkal, fehérjékkel és sejtalkotokkal egylitt.
Altalanosan elfogadott tézis, miszerint a fagoforok egy maér 1étezd membranon torténd
membranja az Ggynevezett pre-autofagoszoémalis struktirabol (PAS) szarmazik, amely
kozel van az éleszté vakuolumahoz (84). A magasabb rendi eukariotakban a sejtek
citoplazmdjaban kiilonb6z6 helyeken torténhet fagofor-nukleadcido, de ma mar egyre
inkdbb elfogadott tény, hogy egy bonyolult membranszerkezet, az tgynevezett
omegaszéma a késObb kialakuld fagofor nukledcids pontja - legalabbis ¢hezéses
koriilmények kozott - (84). Az omegaszomakat eredetileg endoplazmatikus
retikulumhoz asszocialt képletnek azonositottak, amely PtdIns3P-koté kettés FYVE
domént tartalmazo fehérje 1 (DFCP1, mas néven ZFYVE]N) pozitiv. Az intracellularis
membran eredeti omegaszoma képzodéséhez a Ill. osztalyt PtdIns3-kinaz (PI3KC3,
¢lesztében Vps34) sziikséges, és ez felelds egy autofagia-specifikus komplex
kialakitasaért tovabbi fehérjékkel egylitt (1asd kés6bb) (84).

A fagofor nukleacidja utdn megkezdddik az elongacios folyamat, amelynek soran a
fagofér membranja novekedésnek indul, majd végiil a két nyitott vége Osszetalalkozik,
lezarodik, igy alakitva ki egy kettés membrénnal hatdrolt vezikulumot, amelyet
autofagoszomanak neveziink (83). Az autofagoszomak mérete fiigg a lebontasra szant
anyag tipusatdl és a vizsgalt mintatol is. Atmérdjiik jellemzéen élesztdkben koriilbeliil
0,3/0,4-0,9 pm, emlés sejtekben pedig 0,5-1,5 pm koriili (77, 83). Elesztékben
becslések szerint az autofagoszomak képzoédése igen gyors, koriilbeliil 4-5 percet vesz
igénybe, a teljes autofag ciklus pedig 7-9 perc. Emlés sejtekben 5-10 percre tehet6 az
autofagoszomak kialakulasi ideje (83). A fagoforok altal l1étrehozott autofagoszomak a

legtobb esetben mieldtt fuzionalnanak lizoszoémékkal, érési folyamaton mennek
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keresztiil, amely soran dsszeolvadhatnak korai (85), illetve késdi endoszomakkal is (86—
88). Ezt a folyamatot heterofagianak is szoktak nevezni, mivel ekkor a sejt nemcsak
sajat anyagait bontja le autofagiaval, hanem az endocitotikus utvonalak altal bekeriilt, a
kornyezetbdl felvett idegen cargo is autofagia révén jut a lizoszomakba. Az igy
kialakult, endoszomaval fuzionalt autofagoszomat amfiszomanak nevezziik (89). Az
autofagoszomak érése tehat egy nagyon Osszetett, tobb 1épésbdl alloé folyamat, amely
kapcsolatban all az endocitotikus utvonalakkal. Az érett autofagoszomak vagy az
amfiszomak ezutan kozvetleniil fuzionalhatnak lizoszomakkal (90-92), - vagy
lizoszoOma-szeri vakudlumokkal ¢lesztoben -, és létrehozzdk az TUgynevezett
autolizoszomakat, amely eredményeképp az autofagoszomak tartalma és belsod
membranja degradalddik a lizoszomalis hidrolazok altal (83, 89). A folyamat legvégén a
lizoszémalis lebontds utdn visszamaradé makromolekuldk kijutnak a citoplazméba,

hogy ujra felhasznalhassa azokat a sejt (89).

Plazmarlnembrén

Endoszéma Amfiszoma Lizoszéma

Fagofor Autofagoszéma
— g
Lizoszoma
Iniciacio Elongacio Zarodas Erés Degradacio
IIl. osztalyu
mAtg9 0002 Atg12-Atg5-Atg16L komple
O g PtdIns3K komplex g g g piex

O LC3-lI % ULK1/2 komplex O Permeaz W+ Savas hidrolaz

14. abra. Az autofagia folyamatabraja. Az egymast kovetd 1épések sorozatihoz
nékiilozhetetlenek azok az autofagia-kapcsolt, specifikus fehérjék (Atg), amelyek
funkcionalis  csoportokat 1étrehozva szabalyozzdk az autofagidra jellemzo
sejtorganellumok képzddését és érését (lasd késébb). (75).
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Ahogyan az mar korabban emlitésre keriilt, az autofagia jellegzetes sejtalkotoi

nem csak morfoldgiailag, hanem molekularis markerek segitségével is jelolhetoek és
azonosithatéak. Az 1990-es ¢években élesztokon végzett genetikai manipulacios
kisérletek nagy attéréshez vezettek (75). Az 1gynevezett ,autophagy-related”,
autofagia-kapcsolt (Atg) gének felfedezése, majd késébb egységes nomenklatira
alapjan torténd rendszerezése hatékony genetikai €s molekularis eszkoztarat nytjtott az
autofagia részletes feltérképezéséhez (75, 93). Az elséként azonositott Atg génrdl, az
Atgl-r6l (akkori nevén Apglp) szold publikacid 1997-ben sziiletett meg (75, 94). Eddig
tobb, mint 35 Atg fehérjét kodold gént azonositottak élesztdben. Ezek koziil legalabb 15
olyan kozponti szerepti Atg gén van (Atgl0, 12-14, 16, 18), amelyek nélkiilozhetetlenek
mind az éhezés altal indukalt, mind pedig a szelektiv autofagia folyamatahoz
(mitofagia, pexofagia), erG6sen konzervaltak emldsokben, és szamos ortolog
megfeleldjiik van magasabb rendi eukariotakban (76, 83).
Az autofagia-eredetli gének altal kodolt fehérjéket 4 funkcionalis alcsoportba lehet
sorolni. Az elsé csoport az iniciacios vagy masnéven Atgl (éleszt6)/ULK (emlds)
komplex (Atgl, Atgll, Atgl3, Atgl7, Atg29 és Atg3l), amely felelés a fagoforok
kialakulasaért (nukleacid), és szabalyozza az autofagoszomék képzddését. A masodik
funkcionalis csoportba az Atg9 az Atg2, és az Atgl8 (emlésokben WIPI 1/2) fehérjék
tartoznak, amelyek fontos szerepet jatszanak a formalodo fagofor membranépitésében.
A harmadik csoport az tgynevezett I1I. osztalyu foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PtdIns 3-
kinase, PtdIns3K, roviden PI3K) komplex, amelynek tagjai (Vps34, Vpslb,
Vps30/Atg6/Beclin-1, és Atgl4) a fagofor nukleacios helyén mikodnek, részt vesznek a
PI-3-P-koté  fehérjék toborzasaban, sziikségesek az iniciacidos és az elongécios
1épésekhez is. A negyedik csoportba az Atgl2 (AtgS, 7, 10, 12 és Atgl6) és az
Atg8/LC3 (Atg3, 4, 7, és Atg8) ubiquitin-szeri konjugacids rendszerei tartoznak,
amelyek az autofagoszoma képzddésében, és a membran novekedésében jatszanak igen
fontos szerepet (74, 76, 77).

Az autofagia soran 1étrejovo Osszetett molekularis gépezet azt sugallja, hogy a
folyamat szabalyozasa rendkiviil bonyolult, és tobb jelatviteli ttvonalon keresztiil
torténhet. Valojaban a legtobb fontos jelatviteli mechanizmus bizonyitottan szabalyozza
az autofagia folyamatat kiilonb6zd stressz koriilmények kozott, mint példaul a

taplalékhiany, az ER stressz vagy az energia stressz. Ezek az utvonalak
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keresztezodhetnek és egyiittesen szabalyozhatjdk a folyamatot az autofag kaszkad
elejétdl (iniciacio) a végégig (lizoszomalis fazio) (74).

Az ugynevezett TOR komplex kulcsfontossagu szerepet jatszik az autofagia
regulalasaban, hiszen kozponti helyen szerepel a PI3SK-Akt-mTOR utvonalban, az
aminosav-fiiggo és energia szintet szabalyozo6 jelatviteli utakban is. Az mTOR komplex
aktivalasa barmely utvonalon keresztiil az autofagia gatlasat eredményezi. Megfeleld
mennyiségli aminosav hianyaban a Rafl-MEK1/2-ERK1/2 jelatviteli kaszkad
aktivalodik, amely indukalni tudja az autofag folyamatokat. A sejtek energiahianya az
AMP-aktivalt protein kinaz (AMPK) foszforilalasahoz és aktivalasahoz vezet, amely
kozvetetten inaktivalja a TOR komplexet, igy szintén indukalni tudja az autofagiat. A
p70S6K kinaz, amely az mTOR egyik szubsztratja negativ visszacsatolassal képes
biztositani egy alap autofdg aktivitdst, amely nélkiilozhetetlen a sejtek
homeosztazisdhoz. A JNK1 és a sejthalal-asszocialt protein kinaz (DAPK) fehérjék
kozremuikodésével pedig a Beclin-1-asszocialt PI3K komplex szabadul fel az anti-
apoptotikus fehérjék (Bcl-2/Bcl-X.) gatlasa alol, amely igy serkenteni tudja az
autofagiat (75), (15. abra).
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Extracellularis tér

Tapanyagok
(aminosavak,
glukoéz)

Inzulin Novekedési faktorok
receptor T (inzulin)

1. osztalyu
§
PKB/

| PTEN \/

| Energia

Beclin 1

Ill.osztalyd
PtdIns3K

AUTOFAGIA

15. abra. Az autofagiat szabalyozo jelatviteli utakat dsszegzé abra. Sematikusan
abrazolja az autofag folyamatok Osszehangoldsaért felelds legfontosabb jelatviteli
mechanizmusokat (PI3K-Akt-mTOR; Rafl-MEK1/2-ERK1/2; AMPK stb.). (75).

Citoszol

Mivel az autofagia szamos jelatviteli itvonal altal kontrollalt folyamat, ezért jo
néhany olyan terapias céllal is felhasznalhato szer létezik, amelyek aktivalo- vagy
gatloszerként regulalni tudjak az autofag folyamatokat. Aktivatorként legtobbszor az
mTOR komplexet gatlo, vagy az ER stresszt indukalo6 szereket szoktak alkalmazni, mint
példaul a rapamycin vagy brefeldin A. Gatloszerként a leggyakrabban alkalmazott
szerek az auto(fago)lizoszoma képzddését akadalyozzak meg valamilyen uton-modon,

mint példaul a 3-metiladenin vagy a bafilomycin Al (95).
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3. Célkitiizések

Laboratoriumunkban végzett korabbi munkainkban igazoltuk, hogy Freund
adjuvans indukalta gyulladas soran, illetve in vitro koriilmények kozott végzett
kezelések hatdsdra a patkdnyok hashartydjanak mesothel sejtjei elveszitik ham
tulajdonsagaikat ¢s mesenchymalis, makrofag-szeri sejtekké differencidlédnak (EMT
I1). Annak megvalaszolasara azonban, hogy ezen atalakuldas soran végbemend
molekularis folyamatok hogyan zajlanak, és ezek a szabalyozasok milyen kapcsolatban
allnak egymassal - a TGF-B és 0sztrogén egymasra és a differenciacios folyamatokra
gyakorolt hatasan kiviil (9, 96) - nem volt adatunk. Nem volt ismeretes tovabba az sem,
hogy a gyulladas lecsengése utan a regeneracid soran végbemend morfologiai
valtozasok hatterében milyen molekularis mechanizmusok allnak. Doktori munkamban

tehat ezen kérdések megvalaszolasat tiiztem Ki célul.

% Eldzetes vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az EMT soran a hamsejtek
makrofdg markereket (pl. ED1) expresszalnak, gyulladasos citokineket (GM-CSF,
TGF-B, TNFa) termelnek, és receptoraikat expresszaljak (67, 96, 97). In vitro
kisérleteink alatamasztottak, hogy a GM-CSF és a TGF-B kiilon-kiilon, és
kombinalt kezelésként alkalmazva hasonlé fenotipusos atalakulast indukal, mint a
Freund adjuvans. Kisérleteink soran az is egyértelmivé valt, hogy a GM-CSF
jelatviteli folyamatahoz a receptor-ligand internalizacioja elengedhetetlen, mivel
azt tapasztaltuk, hogy a GM-CSF kezelés a sejtfelszini vezikulak szamanak
csokkenésével parhuzamosan indukalta a mesenchymalis 4talakulast, és fokozta a
sejtek ED1 expresszidjat (98). Amikor dynasore kezeléssel - dinamin gatlasa révén
- gatoltuk a caveolak és clathrin-burkos vezikulak lefiiz6dését a mesothel sejtek
nem expresszaltak az ED1-t, nem tortént meg a mesenchymalis atalakulas (67, 98).
¢ Jelen munkamban arra kerestem valaszt, hogy a GM-CSF receptor 3, - amely

felelds a jelatviteli utak beinditasdért -, hogyan expresszalodik a mesothel
sejtekben, milyen utvonalon internalizalodik, és milyen endocitotikus
vezikuldkban (korai, késdi és reciklizalé endoszéma) mutathato ki a jelatviteli
folyamat sordn. Ebbdl a célbol Western blot ¢és immuncitokémiai

vizsgalatokkal, tovabba statisztikai elemzéssel vizsgaltuk a GM-CSF receptor 3
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expresszidjat, és kolokalizacidjat kiilonféle endocitotikus markerekkel (Cav-1,
EEA1, Rab7, Rab11a).
Ezt kovetden kiséreleteink soran azt vizsgaltuk, hogy a GM-CSF milyen jelatviteli
utvonalat aktivalva fejti ki hatasat. Ismeretes, hogy a GM-CSF jelatvitel a STATS5
transzkripcios faktor aktivalasan keresztiil is képes cellularis valaszt inditani. Ezért
immuncitokémiai és biokémiai modszerekkel vizsgaltuk, hogy kiilonb6zo
kezelések hatdsara hogyan valtozik ezen transzkripcios faktor aktiv formdjanak
expresszioja €s lokalizacioja a mesothel sejtekben.
Ismeretes, hogy a jelatviteli utak altalaban nem csak egyszeriien lecsengenek,
hanem szabalyozott mechanizmusok révén gatlédnak is egy vagy akar tobb negativ
regulator molekula kozremiikddésével, amelyek példaul degradativ tutvonalra
terelve a szignal transzdukcioért felels receptort leallitjak a jelatvitelt (lasd I-
Smad fehérjék). Esetiinkben arra voltunk kivancsiak, hogy a mesothel sejtekben
expresszalodik-e olyan negativ regulator, amely gatolni képes a GM-CSF
jelatviteli folyamatat. Ebbdl a célbol immuncitokémiai vizsgalatokkal probaltuk
kimutatni a JAK-STAT utvonal leallitasaban fontos szerepet jatszo SOCS1
(suppressor of cytokine signaling 1) expressziojat.
Korabbi morfoldgiai €s morfometriai vizsgalataink azt mutattak, hogy a gyulladas
alatt a hamsejtek térfogata, sejtalkotéik szama drasztikusan megnd, majd a
gyogyulas beindulasaval fokozatosan csokken, amikor jelent6s szamu autofag
sejtalkotd azonosithatd a mesothel sejtekben. A folyamat végereményeként a
mesothel sejtek visszanyerik az eredeti, lapham sejtekre jellemzd méretiiket és
morfologiajukat (36). Arra kerestilk tehat a valaszt, hogy az autofagia milyen
¢ Jelen munkamban célom az autofagia molekularis folyamatanak részletes
feltérképezése volt, ezért a gyulladas és a gyodgyulés kiilonb6z6 idépontjaiban
immuncitokémiai és biokémiai vizsgalatok segitségével kovettiik nyomon az
autofagiaban kozvetett (Akt/p-Akt, mMTOR/p-mTOR, EEA1, Rab7) és kdzvetlen
(Beclin-1, LC3B) mddon szerepet jatszo markerek expresszidjat.
Az is nyitott kérdés volt, hogy mi az a kiils6, a kdrnyezetbdl érkezd esetleges

szignal, amely segiti a mesothel sejtek gyogyulasat, és visszaforditja az EMT
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folyamatat. Ebbdl a célbol az irodalomban ismert, MET-et indukal6 faktorokkal, a
BMP fehérjékkel végeztiink immuncitokémiai és Western blot vizsgalatokat.

Végezetiil annak igazolasara, hogy az autofagia valoban kulcs szerepet jatszik az
eredeti lapham morfoldgia visszaallitdsaban, vizsgaltuk a regeneracié folyamatat
autofagiat gatld bafilomycin A1 jelenlétében. In vivo kisérletekben bafilomycin Al
intraperitonedlis injektalasaval akadalyoztuk meg az autofagoszomdk ¢és
lizoszOmak fuzidjat, savasodasat; és morfologia vizsgalatokkal (fény- és

elektronmikroszkopia) kovettiik nyomon az autofagia és a regeneracio folyamatat.
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4, Médszerek

4.1. Allatok

In vivo kisérleteinkhez 60-70 napos, 200-300 gramm suly, him Sprague-

Dawley patkanyokat (Charles River Research Models and Services, Sulzfeld, Baden-

Wiirttemberg, Németorszag) hasznaltunk. (Allatkisérleti engedély: SEMAB-
B/098/2015).

4.2. Felhasznalt anyagok

R/
o

Freund adjuvans: Akut peritonitisz kivaltasahoz 1 ml komplett Freund adjuvanst
- inaktiv Mycobacterium tuberculosis szuszpenziot tartalmazo asvanyi olaj
(Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA) - injektaltunk az 4llatok
hastiregébe.

Bafilomycin Al: Az autofagia gatlahoz 0,25 mg bafilomycin Al-et (Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Dallas, Texas, USA) hasznaltunk, amelyet 2,5 ml DMSO
(dimetil-szulfoxid) és 2,5 ml desztillalt viz 1:1 aranyG keverékében feloldva
injektaltunk az allatok hasiiregébe (Santa Cruz Biotechnology Inc. honlapjan
elérhetd informaciok alapjan), és kiilonbozé kezelési id6tartamokban vizsgaltuk a
bafilomycin hatasat (in vivo). Kontroll allatoknal 2 és 4 6ras, a 3 napos gyulladasos
kisérleti csoportban 4 oras, az 5 napos gyulladasos kisérleti csoportban 24 6rés
kezeléseket alkalmaztunk, amelyek soran 2-2,5 ml bafilomycin A1/DMSO/
desztillalt viz elegyét adtuk a patkanyoknak. A 8 napos gyulladasos kisérleti
csoportban tobbféle kezelést alkalmaztunk. Az els6é csoportban csak a gyulladas 4.
napjan oltottuk az allatokat 2,5 ml bafilomycin A1/DMSO/ desztillalt viz
elegyével. Majd kombinaltuk a kezeléseket, és tekintettel arra, hogy a gyulladas
alatt tobbszor oltottuk az allatokat, csokkentettiik az injektalt bafilomycin Al
mennyiségét. 2 patkanyt a gyulladas 4. napjatol kezdve minden nap oltottunk (4-
7.-ig napig) 1-1 ml bafilomycin A1/DMSO/ desztillalt viz elegyével. 2 allatot csak
az 5. és 6. napon; 2 masik allatot pedig csak a 6. és a 7. oltottunk 1,5-1,5 ml
bafilomycin A1/DMSO/ desztillalt viz elegyével. A bafilomycin Al-gyel végzett

48



DOI:10.14753/SE.2019.2320

vizsgalatokat ¢s a kiilonboz6 kisérleti allatcsoportokat az alabbi tablazat foglalja

ossze (1. tablazat).

1. tablazat. A bafilomycin A1 kezelések osszefoglalé tablazata.

Freund adjuvans | Bafilomycin Al Bafilomycin Al

Csoportok
oltas oltas szama hatdideje

CTRA - 1x 2h
CTRB - 1x 4h
D3 + 1x 4h

D5 + 1x 24h

D8 A + 1x 96h
D8 B + 4x 96h
D8 C + 2X 72h
D8 D + 2X 48h

4.3. A Kisérleteink soran hasznalt ellenanyagok

A fagyasztott félvékony (semi-thin: s-t) és ultravékony (ultrathin: ut)
metszeteken elvégzett immuncitokémiai (IC) jelolésekhez, valamint a Western blot
(WB)  vizsgalatokhoz ~a  specifikus  antigén-antitest  kotéseken  alapuld
immunkomplexeket az elsddleges antitestekre faj specifikus, szekunder ellenanyagok
hasznalataval tettilk lathatévd. A munkam sordn hasznélt valamennyi primer illetve
szekunder antitestet, és azok megfeleld higitasait az alabbi tablazat foglalja 6ssze (2.
tablazat).
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2. tablazat. A munka soran hasznalt antitestek dsszefoglalo tablazata.

‘ Faj; Tipus Higitas ‘
Alexa Fluor 488/ kecske anti- Molecular Probes®, Leiden,
IC (s-t): 1:200 )
555 nyul, anti-egér Hollandia
Cell Signaling
. nyul,
anti-Akt WAB: 1:1000 Technology®, Danvers,
poliklonalis
Massachusetts, USA
. ) nyul, IC (s-t): 1:200 Novus Biologicals®, LLC,
anti-Beclin-1 ) ) )
poliklonalis WB: 1:250 Littleton, USA
] nyul, Abcam plc, Cambridge,
anti-BMP4 _ ] WB: 1:200 .
poliklonalis Nagy-Britannia
nyul, IC (s-t): 1:200 Abcam plc, Cambridge,
anti-BMP7 o &9 Pie, ~ambrieg
poliklonalis WB: 1:100 Nagy-Britannia
] egér, IC (s-t): 1:100 Abcam plc, Cambridge,
anti-BMPR2 o
monoklonalis WB: 1:500 Nagy-Britannia
BD Transduction
. . nyul, : :
anti-caveolin-1 IC (s-t): 1:200 Laboratories, Lexington,
poliklonalis
Kentucky, USA
nyul, IC (s-t,ut): 1:200 Abcam plc, Cambridge,
anti-EEAL v (419 PIe, ~AmBres
poliklonalis WB: 1:1000 Nagy-Britannia
) nyul, IC (s-t,ut): 1:250 Bioss, Woburn,
anti-GM-CSFR B
poliklonalis WB: 1:100 Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific
. . nyul,
anti-Lamin A WB: 1:250 Inc., Waltham,
poliklonalis
Massachusetts, USA
Cell Signaling
. nyul,
anti-LC3B-1/11 WB: 1:500 Technology®, Danvers,
poliklonalis
Massachusetts, USA
Cell Signaling
. nyul, IC (s-t): 1:100
anti-mTOR Technology®, Danvers,
poliklonalis WB: 1:250

Massachusetts, USA
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anti-p-Akt

anti-p-mTOR

anti-p-STAT5
(STAT5A Tyr694)

anti-p-STAT5
(STAT5A S726 +
STAT5B S731)

anti-Rabl1la

anti-Rab7

anti-SOCS1

anti-p-tubulin

HRP-konjugalt
anti-beta aktin

HRP-konjugalt

szekunder antitest

Protein A 1gG
(20,15 nm)

Vectashield-DAPI
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nyul,

poliklonalis

nyul,

monoklonalis

nyul,

poliklonalis

nyul,

poliklonalis

nyul,
poliklonalis
nyul,
poliklonalis
kecske,
poliklonalis
eger,
monoklonalis
eger,

monoklonalis

kecske anti-

nyul, anti-egér

IC (s-t): 1:50
WB: 1:250

IC (s-t): 1:50
WB: 1:250

IC (s-t): 1:200

WB: 1:100

WB: 1:500

IC (s-t): 1:400

IC (s-t,ut): 1:100

WB: 1:500

IC (s-t): 1:400

WB: 1:1000

WB: 1:20000

WAB: 1:5000,

1:10000, 1:20000

IC (ut): 1:40

IC (s-t): higitatlanul
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4.4. In vivo vizsgalatok

A mesothel sejtek vizsgalatahoz a Freund adjuvans kezelést kovetden kiilonb6zo
idépontokban (3, 5, 8, 11 nap) izolalt mesenterium preparatumokat hasznaltunk. Az
allatokat rovid éter-narkozis alatt dekapitaltuk, majd a hasiiregiik felnyitasa utan a
vékonybeleket rogzitd bélfodrot (mesenterium), valamint a gyomorhoz tartozo
hashartya kettézeteket preparaltuk ki. Ezutan a mintakat fixaltuk és beagyaztuk (lasd
késébb). Kontrollként a kezeletlen allatokbol szarmazoé mesenterium preparatumokat
hasznaltuk. In vivo vizsgalatainkat haromszor ismételtik, egymastol fiiggetlen

kisérletekkel (n=3).

4.5. In vitro vizsgalatok

In vitro kisérleteinkhez kontroll patkanyokbol kinyert hashartyakat (a zsirszovet
megtartdsaval) inkubdltunk steril koriilmények kozott, DMEM/F12 (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Nutrient Mixture F-12, Life Technologies™, Paisley, Nagy-
Britannia) tenyésztéi médiumban 37°C-on, 5%-0s CO; koncentracio mellett. A primer
kultiraqk DMEM/F12 médiuméhoz marha szérum albumint (10%, Sigma-Aldrich®,
Saint Louis, Missouri, USA), Penicillin-Streptomycint (1%, PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Ausztria) és peritonealis mosofolyadékot (10%, kontroll allatok hasiiregének
2 ml steril PBS-sel torténé mosasakor Kinyert folyadék) adtunk. A mesothel sejtek
iranyitott, makrofaggd wvald differencialtatdsanak céljabol a primer mesenterium
tenyészeteket 1 ng/ml GM-CSF-fel (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA)
kezeltiik (médiumban oldva) 1 és 24 6ran 4t. Néhany esetben a primer kultarakat 80 uM
dynasore-ral (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA) elékezeltiik (1 6ra), a
dinamin-fiiggd endocitotikus folyamatok gatlasa céljabol (99). Ezutan a médiumot GM-
CSF-fel kiegészitettiik, és a tenyészeteket 24 oran at inkubaltuk. Egy kisérleti
sorozatban parhuzamosan, két Petri-csészében tenyésztettiik és kezeltiik a hashartyakat,

€s minden vizsgalatot 6t alkalommal ismételtiink.
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4.6. Morfolégiai, fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatok

4.6.1. A hashartya fixalasa, elokészitése

A hashartya preparatumokat 2%-os glutaraldehid (GA, 0,1M kakodilat puffer,
pH: 7,4) és 2%-0s ozmium-tetroxid (OsQO4, 0,1 M kakodilat puffer, pH: 7,4) 1:1 aranyu
keverékével fixaltuk jégen 1 oran at. (Az ozmium-tetroxidot fixaloként és
kontrasztositoként is hasznaltuk a rutin transzmisszios EM-es eljaras soran.) A fixalast
kovetden a mintakat 0,1 M-os kakodilat pufferrel (pH: 7,4) mostuk (3 x 5 perc), majd a
mesenterium kornyéki zsirszovetet eltavolitottuk. A kdtelezd mosasok utan a mintakat
50%-os alkoholos kezelés (10-10 perc) utdn membrankontrasztositas céljabol a mintakat
1%-0s uranil-acetatot tartalmazo6 70%-o0s alkoholba tettiik, és s6tétben, 1 6ran at, 4°C-on
inkubaltuk; majd tovabbi 70%-, 80%-, 90%-, 96%-0s, valamint az abszolut alkoholban
inkubalva (10-20 perces idokozonként cserélve) teljesen viztelenitettiik. A dehidraléast
kovetden a mintdkat propilén-oxidba helyeztiik 30 percre. Ezt kovetden propilén-oxid és
araldit 2:1 (20-30 perc), 1:1 (20-30 perc), végiil 1:2 (20-30 perc) aranyu keverékével
szobahdmeérsékleten atitattuk, és 100%-0s aralditban, kiontd formakban 56°C-0s
metszés soran hosszanti metszési sikban tudtuk analizélni azokat. Fénymikroszkopos
vizsgélatainkhoz a bedgyazott mintdinkbol Reichert ultrakriomikrotommal (Bécs,
Ausztria) félvékony metszeteket készitettiink, amelyeket azutan toluidinkékkel
festettink meg. A metszeteket hagyomanyos fénymikroszkoppal (Carl Zeiss)
vizsgaltuk, Zeiss Axiocam HRc kamerdval fotoztuk, €és Axiovision programmal
analizaltuk. Elektronmikroszkopos vizsgalatainkhoz a polimerizalodott blokkokbol
ultravékony metszeteket készitettiink, amelyeket uranil-acetattal és o6lom(II)-nitrattal
(Pb(NO3)2) kontrasztoztunk, majd Hitachi H-7600-as (Tokio, Japan) transzmisszids

elektronmikroszkoppal vizsgéltunk.

4.6.2. Elektronmikroszkopos immuncitokémiai vizsgalatok
A 4%-o0s (1 ora, szobahd), majd 1%-0s PFA-ban (foszfat pufferes fiziologias
so6oldat PBS-ben oldva) fixalt mintakat zselatinba agyaztuk, majd a zselatinba agyazott

mesenterium preparatumokbol kb. 3 X 3 mm-es, apré blokkokat formaltunk, és
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krioprotekcid céljabol 2,3 M-os cukor oldatban (1 éjszakan at) inkubaltuk. A blokkokat
ezt kdvetden aluminium pinekre tapasztattunk ki, és folyékony nitrogénben lefagyasztva
taroltuk, majd metszettik. A fagyasztott ultravékony (70 nm) metszeteket Leica
Ultracut S fagyaszto ultramikrotom (Bécs, Ausztria) segitségével készitettiik (-110°C-
on), majd 1,8%-os metilcelluloz és 2,3 M-os cukor oldat 1:1 aranyu keverékével
felvettiik, és hexagonalis gridekre helyeztiik. Az ultravékony metszeteken ezutan
immuncitokémiai reakciokat végeztiink (100). Az immunjeldlés céljabol a grideken 1évo
metszeteket Petri-csészébe helyeztiik, és PBS-ben inkubaltuk 37°C-on, 30 percig, hogy
eltavolitsuk a metszeteken maradt metilcelluléz/cukor keverékét, valamint a zselatint.
Mindezek utan a mintakat mostuk és blokkoltuk (3 x 2 perc) 20 mM glicines-PBS-el és
1%-0s marha szérum albuminnal (BSA) 5 percig. A blokkolast kdvetéen a metszeteket
1 oran keresztiil (szobahémérsékleten) inkubaltuk nytlban termeltetett poliklonalis anti-
GM-CSFR B antitesttel (1%-0s BSA-PBS-ben) a megadott koncentracioban (2.
tablazat). Ezt kovetéen a mintakat mostuk, majd wjra 0,1%-0s BSA-PBS oldattal
inkubaltuk (5 x 2 perc). A poliklonalis GM-CSFR B kimutatasara a metszeteket 10 nm-
es kolloidalis arannyal konjugalt protein A-val (PAG10) inkubaltuk 30 percen at,
szobahdmérsékleten, 1%-0s BSA-PBS-ben oldva. A kolloidalis arannyal torténé jel6lés
utan a grideket PBS-ben mostuk (5 x 2 perc), majd 1%-o0s glutaraldehiddel (5 perc) a
metszeteket utofixaltuk. Mivel minden esetben kettds jelolést alkalmaztunk ezek utan a
mosas folyamatatol kezdve ugyanazokat a 1épéseket ismételtiik meg. Tekintettel arra,
hogy a GM-CSFR B citoplazmatikus lokalizaciojara voltunk kivancsiak, ezért
mintainkban masodik ellenanyagként korai (EEA1, korai endoszéma antigén-1), illetve
késoéi endoszoma markerrel (Rab7, Ras rokon fehérje) kolokalizéltattuk a receptor P
alegységet. Harom napos gyulladt hashartydbol késziilt metszeteket masodik
antitestként EEA1-gyel, nyolc napos gyulladt mesenteriumbol szarmazé metszeteket
pedig Rab7-tel inkubaltuk egy oran keresztiil, szobahdmérsékleten az adott
koncentraciokban (2. tablazat), 1%-0s BSA-PBS-ben higitva. A sziikséges mosasok
utan az EEAl-et és a Rab7-et 15 nm-es kolloidalis arannyal konjugalt protein A
(PAG15) hasznalataval (30 perc, szobahdmérsékleten) tettiik lathatova (1% -0s BSA-
PBS-ben higitva). Az inkubacids id6 lejarta utan desztillalt vizes mosas kovetkezett,
majd a gyors mosasok utan a metszeteket el6szor 2%-0s uranil-acetatban (pH: 7,0, 5

perc, jégen, sOtétben), ezt kovetden pedig frissen készitett 1,8%-0s metilcelluloz és
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0,4%-o0s uranil-acetat (pH: 4,0) elegyében inkubaltuk 5 percig (jégen, sotétben). Ezt
kovetden a grideket miianyag kacsokon hagytuk szaradni koriilbeliil 30 percig. Az
elkésziilt  metszeteket Hitachi  H-7600-as  (Toki6, Japan) transzmisszios
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk, a felvételeket pedig Adobe Photoshop 7.1 szoftver

alkalmazasaval dolgoztuk fel.

4.7. Konfokalis mikroszképia
4.7.1. A minta fixalasa, beagyazasa konfokalis immuncitokémiai vizsgalatokhoz
Mintainkat 4%-0s PFA-ban fixaltuk egy oran at szobahémérsékleten, majd 1%-
0S PFA-ban a felhasznalasig taroltuk (4°C-on). Az immunfluoreszcens jelolésekhez a
hashartya preparatumok beagyazasat és metszését modositott Tokuyashu-technikaval
(101) végeztik. A fixalt mintakat PBS-el (3 x 10 perc), majd a zsirtalanitas utan
glicines-PBS-el (1,26%-0s) atmostuk (15 perc), és 10%-0s zselatinban 30 percre
termosztatba (37°C-ra) tettilk. A zselatinnal atitatott mintakat ezt kovetden 10 percre
jégre tettiik, és a megdermedt, zselatinba agyazott mintakbol kb. 3 X 3 mm-es, apro
blokkokat formaltunk. A mintdkat minden esetben ugy orientaltuk, hogy a metszés
soran hosszanti metszési sikban tudtuk analizalni a hasharytikat. Krioprotekcio céljabol
az elkésziilt blokkjainkat legalabb egy éjszakara 2,3 M-os cukoroldatban, 4°C-on
inkubaltuk, amelyeket végiil aluminium pinekre tapasztattunk ki, és folyékony
nitrogénben fagyasztottunk le. A lefagyasztott zselatinos blokkokbol Leica fagyasztd
ultramikrotom (Bécs, Ausztria) segitségével 0,6 pum vastagsagu metszeteket
készitettiink. A targylemezre helyezett metszeteken ezutan egyes és kettds jeloléses

immuncitokémiai vizsgalatokat végeztiink.

4.7.2. Az immunjelilések menete és kiértékelése

A fixaloszer eltavolitasa céljabol félvékony metszeteinket PBS-sel (3 x 5 perc),
és glicines-PBS-sel (15 perc) mostuk, majd az aspecifikus kotédések kivédésére 1%-0S
BSA-PBS-sel blokkoltuk (15 perc). Ezutan a metszeteket a megfelelé primer
ellenanyagokkal, a megfelel6 higitasban (2. tablazat) inkubaltuk egy éjszakan at, 4°C-
on. A kovetkezé napon a PBS-el valdo mosas (3 x 5 perc) utan a megfeleld, fajspecifikus
Alexa Fluor IgG fluoreszcens festékkel konjugalt ellenanyaggal (Alexa Fluor 488)
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inkubaltunk 1 oran at, s6tétben, lathatova téve ezzel a primer antitesteket. Amennyiben
kettés jeloléses immunfestést végeztiink, annak érdekében, hogy elkeriiljik a
keresztkotések kialakulasat a primer és a szekunder antitestek kozott, a metszeteket
minden esetben ajra mostuk glicines-PBS-sel, majd blokkoltuk 1%-0s BSA-PBS-sel 15-
20 percig. A blokkolas folyamata utan az elobb emlitett 1épeseket ismételtiik a
megfeleld szekunder antitestek, és az azokra specifikus Alexa festékek (Alexa Fluor
555) hasznalataval (2. tablazat). A sejtmagok megfestéséhez Vectashield DAPI-t (2,4
diamidino-2-fenilindol) hasznaltunk. Az immunjel6lések végen az elkésziilt metszeteket
Zeiss LSM-780 (Carl Zeiss Technika Kft., Budadrs, Magyarorszag) konfokalis
mikroszkoppal vizsgaltuk, és ZEN programmal analizaltuk. A képeket aztan Adobe

Photoshop 7.1 szoftver alkalmazasaval formaztuk.

4.8. Statisztikai analizis

Az immuncitokémiai vizsgalatainkat statisztikai mérésekkel tdmasztottuk ala,
kizarva annak a lehetdségét, hogy a kolokalizdci6 mogott esetlegesen csak egymast
fedo, ,,overlapping” jelintenzitasok vannak. A kapott konfokalis képeken - amelyek tobb
fiiggetlen kisérletbdl késziiltek - minden egyes vizsgalati csoportban 12 mesothel sejtet
elemeztiink ZEN program segitségével. Az elemzett sejtek mindegyikénél kritérium
volt, hogy a teljes sejt lathato legyen a képen, valamint a sejtmagja is benne legyen a
metszési sikban. A ZEN programban talalhatdo kolokalizdcidos menii segitségével
meghataroztuk, hogy a kiilonb6z6 markerek kolokalizalnak-e egymassal, vagy sem. A
program meghatarozta a Pearson-féle korrelacios koefficienst, amely informaciot
nyujtott a zold €s piros csatorndk intenzitasi eloszlasarol az gynevezett kolokalizalos
régioban (3-as szorddasi régid), és megmutatta, hogy a pontokra illesztett regresszios
vonal mennyire reprezentalja az adatokat. Ha a pontok az egyenesre illeszkedtek, akkor
a kolokalizacié magasnak tekinthetd, ha pedig nagyon szortak, akkor nem mutathato ki
korrelacid a két vizsgalt marker k6zott. A kapott korrelacios egyiitthatok adatait ezutan
leir6 statisztikaval elemeztiik Microsoft Excel 2013 program segitségével. Az Osszes

eredményt atlag + szoréas (SD) értékként adtuk meg.
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4.9. Biokémiai vizsgalatok

4.9.1. Mesothel sejtlizatum, citoplazma és magfrakcio izolalasa

Az izolalt mesenteriumok biokémiai vizsgalatahoz Hjelle és munkatarsai altal
leirt protokollt hasznaltunk (102). A kontroll és a Freund adjuvans injektalt allatok
hasiiregét 3-5 ml PBS-sel atmostuk, majd az izolalt hashartyakat 0,2%-os kollagenazban
(type 1I, DMEM/F12-ben oldva; Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA)
inkubaltuk egy oran &t termosztiatban, 37°C-on. A kollagendzos emésztés utan a
kotoszovettol, fehér zsirszovettél megszabadulva nyertiik ki a hashartya mesothel
sejtjeit. Ezutan a mintakat centrifugalas kozbeiktatasaval (1000 rpm, 3 x 10 perc, 4°C)
hideg PBS-ben mostuk. A pelleteket ezutan milanyag Eppendorf csdvekbe gytijtottiik,
30 percig aluminium csénakokon folyékony nitrogén tetején hiitottiik, majd a
felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A biokémiai vizsgédlatokat megelézden az izolalt
mesothel lizatumokat homogenizalo segitségével, lizis pufferben tartuk fel, amely 50
mM TRIS-HCI; pH: 7,5; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 200 mM NasVOs; 1 mM NaF;
1%-0s Nonidet P-40 és proteaz inhibitor (Complete Mini, Roche, Mannheim,
Németorszag) keverékét tartalmazta. Ezeket a mintakat 60 percig jégen tartottuk, majd a
nem o0ld6d6é komponenseket centrifugalassal (12000 rpm, 20 percig, 4°C) tavolitottuk
el. A feliiluszot (mesothel sejtlizatum) 6sszegytijtottiik, fehérjetartalmat a BCA-modszer

segitségével (103) meghataroztuk, és a mintakat 2 mg/ml koncentraciora higitottuk.

A mesothel sejtek citoplazma, illetve sejtmag frakcidjanak izolalasahoz a
Thermo-Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, USA) altal kozzétett metodikat
alkalmaztuk. A mesothel sejtek lizatumat elészor 1000 rpm-el (10 perc, 4°C), majd 2000
rpm-el (2x, 4°C) centrifugaltuk, az Osszegyiijtott sejteket elore lehtitott Eppendorf
csovekbe helyeztiikk, majd felszuszpendaltuk 500 pl hipotonias pufferrel, jégen 15
percen at (ismételgetve a szuszpendalast). Ezt kovetéen a mintakhoz 25 pul detergenst
(10% Nonidet P-40) adtunk, 10-20 masodperc vortexes keverés utdn az oldatot
lecentrifugaltuk (3000 rpm, 10 perc, 4°C). A centrifugalast kovetéen a feliiszot
(citoplazma frakcid) Osszegytjtottik, és -80°C-on taroltuk. A pelletet (késébbi
magfarkcio) 50 pl teljes sejt-extrakcios pufferben (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA) felszuszpendaltuk, 30 percig jégen inkubaltuk, kdzben
10 percenként vortexeltiik. Ezt kovetéen a mintakat 14000 g-vel lecentrifugaltuk (30
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perc, 4°C). A feliiluszot (sejtmagfrakcido) Eppendorf csovekben Osszegyiijtottiik, és
tovabbi feldolgozasig -80°C-on taroltunk. A két frakcid fehérjetartalmat a BCA
modszer (103) segitségével hataroztuk meg, majd a mintakat 2 mg/ml koncentraciora

higitottuk.

4.9.2. Western blot vizsgadlat menete

Az egységes fehérje koncentraciokra hozott mesothel sejtlizatumok, sejtmag
frakciok és citoplazma frakciok mintaihoz Tris-SDS puffert (0,5 M Tris pH: 6,8; 10%
glicerol; 2% SDS; 0,00125% broémfenol kék; 0,5% merkaptoetanol) adtunk - 1:1 aranya
keveréket alkotva ezzel -, és 4 percen at forraltuk. A kovetkez6 1épésben mintaink
fehérjéit elektroforézis Gtjan 10%-0s poliakrilamid gélen elvalasztottuk, amely soran a
gélt futtato pufferbe (0,3% TRIS, 1,44% glicin, 0,1% SDS UTV-ben) helyeztiik, és a
mintakat 200 V-on 30-40 percig futattuk. Ez utdn a gélt és a nitrocellul6z membrant
(Amersham Hybond ECL, Németorszag) blot puffert (800 ml 0,38% TRIS és 1,8%
glicin tartalma UTV, 200 ml metanol) tartalmazé kadba helyeztiik 15 percre. A fehérjék
nitrocellul6z membranra valo transzferjéhez a kiilonvalasztott fehérjéket tartalmazé gélt
¢s a membrant blot pufferben, folyamatos hiités mellett 1 6ran at 100 V-on blottoltuk. A
blottolast kdvetden a nitrocelluléz membranokat 0,0005%-0s Tween (Sigma-Aldrich®,
Saint Louis, Missouri, USA) -PBS pufferben mostuk (10 perc), majd a fehérjefrakciok
pillanatnyi lathatova tétele miatt a membrant Ponceau S (Sigma-Aldrich®, Saint Louis,
Missouri, USA) oldattal kezeltiik. Ezutan a membranokat blokkolas céljabol egy
éjszakan at, 4°C-on, 5%-0s, sovany tejporral (Cell Signaling Technology®, Danvers,
Massachusetts, USA) elegyitett PBS-Tween oldatban inkubaltuk. Masnap a PBS-Tween
pufferrel valdé moséas utan a nitrocelluloz membranokat a primer antitestekkel (2.
tablazat) 0,5%-0s BSA-PBS-Tween detergensben higitva egy éjszakan at, 4°C-on
inkubaltuk. Toltési kontrollként B-tubulin és B-aktin antitesteket alkalmaztunk. Masnap
a kotelez6 mosasokat kovetéen a primer ellenanyagok lathatova tételéhez a
membranokat specifikus, peroxidaz-konjugalt, PBS-Tween-ben higitott szekunder
antitestekkel (ECL Peroxidase-labelled anti-mouse/rabbit/goat antibodies, Amersham,
GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh, USA) 2 6ran keresztiil, szobah6mérsékleten

inkubaltuk. A jelolt-fehérjék detektalasahoz a membrant kemolumineszcens oldattal
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(Luminata Forte Western HRP Substrate, Millipore, USA) kezeltik, majd az
immunreakciot rontgenfilm, illetve LI-COR C-Digit Blot scanner segitségével
detektaltuk.

A membranokat mindezek utan 0jboli felhasznalas céljabol maximum 1 alkalommal
sztrippeltiik (ReBlot Plus: enyhe antitest eltavolité oldat; Merck Millipore Ltd, Dundee,
Nagy-Britannia), majd ujrablokkoltuk, és Gjabb probat végeztiink el rajtunk. A kapott
Western blot adatok kiértékeléséhez a relativ denzitasokat 3 fiiggetlen mérés
eredményébol ImageJ program (U.S. National Institutional of Health, Bethesda,
Maryland, USA) segitségével hataroztuk meg, és Microsoft Excel 2013 programmal
analizaltuk. A denzitometriai mérések esetében vagy a kontroll mintdhoz képest mértiik
a vizsgalt fehérjék relativ denzitdsat, vagy pedig a toltési kontrollnak hasznalt B-

tubulinhoz képest viszonyitva mértiik a kiilonb6z6 fehérjék denzitasat.
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5. Eredmények

5.1. A GM-CSF receptor p internalizaciojanak vizsgalata mesothel sejtekben
Korabbi eredményeink azt mutattdk, hogy az EMT-hez vezeté jelatviteli
folyamatok beindulasahoz a receptor-ligand dinamin-fiiggd internalizacidja sziikséges.
Munkank elsddleges célja ezért a GM-CSF receptor internalizacids utvonalanak pontos
feltérképezése volt. Vizsgalataink soran a caveoldk kozremiikodésével zajlo
endocitozisra  fokuszaltunk, tekintettel arra, hogy a mesothel sejtek
plazmammembranjan csak kis szdmban figyelhetdk meg clathrin-burkos struktarak, a

membran-asszocialt vezikulak tobbsége caveola.

A GM-CSF receptor P internalizacidjat fagyasztott fél- és ultravékony
metszeteken kettés jeloléses immuncitokémiai modszerrel kovettik nyomon. A
kolokalizacids vizsgalatokhoz a receptor aktivalasaért, és az intracellularis jelatviteli
folyamatok indukalasaért felelés GM-CSF receptor B (104) alegysége ellen termeltetett
ellenanyagot, ¢és kiilonb6z6 endocitotikus markereket hasznaltunk. Az endocitozis
utvonaldban szerepld sejtorganellumokat a rajuk jellemz6 markerekkel detektaltuk. A
caveolakra jellegzetes caveolin-1, a korai endoszomak membranjaban jelenlévé EEAL,
a kés6i endoszomak membranjaban kulcsfontossdgi Rab7, és a reciklizald
endoszomakra jellemz6 Rabl1a jeloléseket alkalmaztunk. A GM-CSF receptor  és az
emlitett endocitotikus markerek kolokalizdcios kapcsolatdt az EMT és a MET

kiilonboz6 idépontjaiban vizsgaltuk.

5.1.1. A GM-CSFR f expresszidja és internalizacioja: a caveolin-medialt endocitozis
vizsgdlata In VIVO és in vitro rendszerben

Kontroll mesothel sejtekben GM-CSF receptor  csak csekély mennyiségben
expresszalodik. A Freund adjuvéans kezelést kovetd 3. napon a receptor expresszidja
jelentdsen megnd, és eléri maximumat. A gyulladas 5. napjan a mesothel sejtek még
mindig jelentés mennyiségben expresszaljak a GM-CSFR f-t, a 8. napon azonban, a
gyogyulas beindulasaval a receptor expresszios szintje drasztikusan csokken. Western
blot vizsgalataink eredménye azt mutatja, a regeneracio végére (11. nap) a receptor mar

csak alig detektalhatd6 mennyiségben van jelen a mesothel sejtekben (16. abra).
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16. abra. A GM-CSFR B expressziojat mutaté Western blot és a hozza tartozo
denzitometria eredménye, kontroll és kezelt mesothel sejtek lizatumaban (L1Z).
Toltési kontrollnak B-aktint hasznaltunk. A relativ denzitast haromszor ismételt mérés
eredményébdl szamitottuk.

Immuncitokémiai felvételeinken jol lathato, hogy kontroll sejtekben (in vivo), a
kis mennyiségben expresszalodo B alegység egy része caveolin-1 pozitiv vezikulakban
van jelen (17. abra/A). 1 6ras in vitro GM-CSF kezelést kovetéen a GM-CSFR f és a
caveolin-1 kozott latvanyosan megnd a kolokalizacio; a még lapos, elnyult sejtek
citoplazmajaban joval tobb sarga szinii, kettGs-jelolt caveola figyelheté meg (17.
abra/B). 24 oras kezelés utan (in vitro) a két marker kolokalizacidja még mindig
jelentésnek mondhato, de mar detektalhatunk 6nallo, csak receptort tartalmazo (zold
szin) struktirakat is a sejtek citoplazmajaban (17. abra/C). A Freund adjuvans kezelést
kovetd 3. napon (in vivo), - amikor a legnagyobb mennyiségben expresszalodik a
receptor - receptort tartalmazo, kettdsen jelolt; €s csak caveolin-1 pozitiv vezikuldkat is
azonosithatunk a kerekded mesothel sejtekben (17. abra/D). Az 5. napon (in vivo) a két
jel kezd kiilonvalni egymastol. A caveolin-1 expresszid piros konturvonalként jelenik
meg a mesothel sejtek plazmamembranja mentén, amig a receptor P tobbsége mar
onalld, zold pontokként azonosithatd a citoplazmaban (17. abra/E). A regeneraciod
beindulasaval (8. nap, in vivo) a kisebb mennyiségben jelenlévé B alegység és a
caveolin-1 kozott alig detektalhato kolokalizacio (17. abra/F). A 11. napon (in vivo)
csekély mennyiségben expresszalodo receptor B ujra jelentds kolokalizaciot mutat az

apro, caveolin-1 pozitiv caveolakkal (17. abra/G).
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17. abra. GM-CSFR B a caveolakban (in vivo, in vitro). (A/a): Kontroll sejtekben (in
vivo) is detektalhatdé néhany receptor-pozitiv (sarga) caveola. (A kotészovetben szamos
receptor -t expresszalo sejt figyelheté meg). (B/b, C/c): 1 és 24 6ras GM-CSF kezelés
(in vitro) utan a P receptor €s a caveolin-1 kozo6tt n6 a kolokalizacio. (D/d): A gyulladas
3. napjan (in vivo) receptor-pozitiv (narancssargas), és receptor-negativ (piros) caveolak
egyarant megfigyelhetéek. (E/e, F/f): Az 5. és 8. napon (in vivo) a caveolin-1 piros
kontarvonalat rajzol a mesothel sejtek felszinén, a receptor pedig kiilénallo, zold jelet
ad. (G/g): A 11. napon (in vivo) a receptorok zome ismét caveolakban van jelen. (Kék:
DAPI; z6ld: GM-CSFR B; piros: caveolin-1). Bar~10,80 um.

5.1.2. Az internalizalt GM-CSF receptor p utja a korai endoszomdk felé

A korai endoszémak az endocitotikus utvonal fontos allomasai, talalkozasi
pontot nyujtanak a sejtek altal felvett szignal molekulak és intracellularis partnereik
szamara, befolyasolni tudjak a jelatviteli folyamatok lehetséges kimeneteleit (105). A
kérdés az volt, hogy a caveoldk kozremiikodésével felvett GM-CSFR [ bekeriil-e a
korai endoszomakba a mi rendszeriinkben. Ennek vizsgalatara ketts jeloléses
immunfestést végeztiink anti-GM-CSFR 3 és anti-EEA1 antitestekkel. Az EEAL, Rab5
effektor fehérjeként a korai endoszoma membranjanak citoplazmatikus felszinén

lokalizalodik (106), éppen ezért egy igen gyakran hasznalt korai endoszomalis marker.

A konfokalis felvételeken jol lathatd, hogy mar a kontroll sejtekben (in vivo) is
van GM-CSFR B-at tartalmazd6 EEA1-pozitiv sejtalkotd (18. abra/A), és a GM-CSF
kezelés utan 1 oraval (in vitro) ez a kolokalizacio tovabb erésodik (18. abra/B). A 24
oras kezelést kovetden (in vitro) is sok receptor-pozitiv (sarga) endoszéma azonosithato,
de szamuk kevesebb, mint a receptorral nem jelolt (piros) endoszémaké (18. abra/C). A
gyulladas 3. napjan (in vivo) a mesothel sejtek citoplazmajaban szamos Kkettds-jeldlt
korai endoszomat figyelhetiink meg. Az EEA1-jeldlt korai endoszoémak membranjaban
(piros karikak) az internalizalt GM-CSFR f alegységek zold pontokként azonosithatoak
(18. abra/D). Az 5. napon (in vivo) receptor-pozitiv (sarga) és receptor-negativ (piros)
endoszomak is detektalhatok, jelezvén, hogy a receptor részben mar kikeriilt a korai
endoszomakbol; a 8. napon (in vivo) - néhany kettds-jelolt endoszomatol eltekintve - a
kolokalizacid elenyészdvé valik, a két marker kiilon-kiilon azonosithato (18. abra/E,
F). A 11. napon (in vivo) a kis mennyiségben expresszalodo GM-CSFR f tjra jelentds

kolokalizaciot mutat a korai endoszomak markerével (18. abra/G).
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18. abra. GM-CSF receptor g az EEAl-pozitiv korai endoszamakban (in vivo, in
vitro). (A/a): Kontroll mesothel sejtekben (in vivo) sok apro, receptor-pozitiv (sarga)
korai endoszoma figyelhetdé meg. (B/b, C/c): 1 o6ras (in vitro) GM-CSF kezelést
kovetden a két marker nagyon intenziv kolokalizaciot mutat, szamos apro, kettds-jelolt
(sarga) korai endoszoma figyelheté meg ekkor a sejtekben, majd 24 6ra utan ez az
intenzitivitas gyengiil. (D/d): A gyulladas 3. napjan (in vivo) a két marker
kolokalizacidja igen latvanyos, szamos EEAl-jelolt (piros karikaként azonosithato)
korai endoszéma membrajaban detektalhato egyedi GM-CSF receptor j3 jel. (E/e): Az 5.
napon (in vivo) receptorral is jeldlt, és receptort nem tartalmazé endoszoémakat is
megfigyelhetiink a citoplazmaban. (F/f): A regeneracio beindulasaval (8. nap, in vivo) a
két jel szinte teljesen kiilonvalik, csak néhany kettds-jelolt korai endoszéma
detektakhato. (G/g): A 11. napon (in vivo), a regeneralédott mesothel sejtekben ujra
jelentds kolokalizaciot mutat a receptor és az EEA1. (Kék: DAPI; zold: GM-CSFR f;
piros: EEAL). Bar~10,80 um.

Konfokalis eredményeinket elektronmikroszképos immunjeldlés Utjan is
igyekeztiink megerdsiteni, amely sordn a Freund adjuvans injektalasat kovetd 3. napon
kinyert mesenterium mintak (in vivo) fagyasztott, ultravékony metszetein végeztiink
immuncitokémiai vizsgalatokat. Elektronmikroszkopos felvételeinken jol l1athato, hogy
a gyulladds 3. napjan szdmos, GM-CSF receptor P alegységet tartalmazo (10 nm-es
kolloidalis Au), korai endoszomat (15 nm-es kolloidalis Au) sikeriilt azonositani a
mesothel sejtek citoplazmajaban. Sok esetben megfigyelhetd, hogy a két marker néhany

nanométeres tavolsagban van egymastol (19. abra/A-C).
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19. abra. GM-CSF receptor B a korai endoszémakban: fagyasztott ultravékony
metszetekrol késziilt elektronmikroszkopos felvételek. (A-C): A Freund adjuvanssal
indukalt gyulladas 3. napjan (in vivo), a mesothel sejtekben a GM-CSFR B (10 nm-es
kolloidalis Au) zomében az EEAl-pozitiv (15 nm-es kolloidalis Au) korai
endoszomakban van jelen. (Teljes nyil: GM-CSFR B; nyil fej: EEAL; E: endoszéma; M:
mitokondrium). Bar=200 nm.
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5.1.3. A GM-CSF receptor f tovabbi sorsa: reciklizacio vagy lebontds?

Az endocitozissal felvett cargo utja a korai endoszomakbol leggyakrabban a
reciklizald vagy a kés6i endoszomak felé vezet. A reciklizdlé endoszomakba szallitott
anyagok - gyakran receptorok - visszakeriilve a sejt felszinére részt vehetnek egy tijabb
endocitotikus ciklusban, mig a késéi endoszomakba jutott cargo lizoszomalis
degradacio révén lebontasra keriil a (107). Annak megvalaszolasara tehat, hogy a GM-
CSF receptor B a korai endoszomakbol reciklizald, vagy késdi endoszomaba kertil-¢,
kolokalizacids vizsgalatatokat végeztiink a késéi (Rab7) és a reciklizalo (Rablla)

endoszomak jellegzetes markereivel.

A Rab7 markerrel végzett immuncitokémiai vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy
a kontroll sejtekben (in vivo), kis mennyiségben expresszalt GM-CSF receptor B elég
jelentés kolokalizaciot mutat mar ekkor a késéi endoszomakkal, szamos receptor-
pozitiv sejtalkotot figyelhetiink meg a vékony citoplazma nyalvanyokban (20. abra/A).
Az 1 és 24 6ras in vitro GM-CSF kezelést kovetéen azonban a kettds-jelolt endoszomak
szama jelentésen csokken (20. abra/B, C). Habar a gyulladas 3. napjan (in vivo)
nagyobb szadmban figyelhetiink meg kettdsen jelolt, receptor- és a Rab7-pozitiv
sejtalkotokat, a két marker tobbnyire kiilon-kiilon detektalhatd (20. abra/D). A
gyulladas el6rehaladtaval, az 5. napra (in vivo) egyre tobb receptor-pozitiv
multivezikularis test jelenik meg a mesothel sejtekben (20. abra/E). A 8. napon (in
vivo), a gyulladas lecsengésével és a gyogyulas kezdetével a két marker kolokalizacidja
nagyon erés. A Rab7-jelolt organellumok mindegyike receptor-pozitiv, egyediili
receptor jelet szinte nem is tudunk azonositani a sejtek citoplazmajaban (20. abra/F). A
regeneracié végén (11. nap, in vivo) a két marker kolokalizacidja fennmarad (20.

abra/G).
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20. abra. GM-CSF receptor B a Rab7-pozitiv késéi endoszamakban (in vivo, in
vitro). (A/a): Habar a kontroll sejtekben (in vivo) csak kevés GM-CSFR f
expresszalodik, citoplazmajukban talalunk receptor-pozitiv (sarga) és receptor-negativ
(piros) kés6i endoszoémakat is. (B/b, C/c): Invitro, 1 és 24 6ras GM-CSF kezelés utan a
két marker kiilonvalik, csak néhany késdi endoszéma mutat kettds-jelolést. (D/d): In
vivo, 3 nappal a gyulladas indukaldsa utan habar né a receptort tartalmazo késéi
endoszomak szama a mesothel sejtek citoplazmajaban, tobbségiik csak Rab7-pozitiv.
(E/e): A gyulladas 5. napjan (in vivo) a kettésen jelolt késéi endoszomak szama
szignifikansan megnd. (F/f): A regeneracié kezdetével (8. nap, in vivo) szamos kettOs-
jelolt multivezikularis test azonosithaté a mesothel sejtekben, csak GM-CSFR -t
tartalmazo6 strukturak gyakorlatilag nincsenek. (G/g): A 11. napon (in vivo) a két marker
kolokalizacidja jelentés marad; SOk aprd, sarga szinben feltind késéi endoszoma
detektalhatd a vékony citoplazma nyulvanyokban. (Kék: DAPI; z6ld: GM-CSFR f;
piros: Rab7). Bar~10,80 pm.

Konfokalis  fénymikroszkopos  vizsgalatainkat fagyasztott, ultravékony
metszeteken elvégzett immuncitokémiai vizsgalataink is megerdsitik. A Freund
adjuvans kezelést kovetd 8. napon (in vivo) a mesothel sejtek citoplazmajaban szamos
GM-CSF receptor B alegységet tartalmazé (10 nm-es kolloidalis Au), és Rab7-tel jelolt
(15 nm-es kolloidalis Au) kés6i endoszéma azonosithatd. Az a megfigyelés, hogy a
késdi endoszomak kevesebb receptor jelet tartalmaznak, mint a koraiak jelzi, hogy a
kés6i endoszomadkba keriilt receptor P alegységek zome nagy valdszinliséggel mar
degradalodott. Fontos megjegyezni, hogy az endoszoma érésének, a késéi endoszéma
kialakulasanak nélkiilozhetetlen 1épése az ugynevezett Rab5-Rab7 ,,switch” (107). Ez
lehet a magyarazata annak, hogy néhany esetben Rab7 jelolés detektalhatdo a Korai

endoszomak membranjan is (21. abra/A-C).
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21. abra. GM-CSF receptor B a késéi endoszomakban: elektronmikroszkopos
immuncitokémia fagyasztott, ultravékony metszeteken. (A-C): A Kkis
aranyszemcsékkel (10 nm) jelolt GM-CSF receptor 3 alegységek zomében Rab7-pozitiv
(15 nm-es kolloidalis Au) kés6i endoszomakban detektalhatok. (Teljes nyil: receptor B;
nyil fej: Rab7; E: endoszéma). Bar=200 nm.
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A korai endoszomakbol a felvett anyag gyors és lassu reciklizalocid ttjan is
visszajuthat a plazmamembranra. A lassu reciklizacio egyik f6 regulator molekulaja a
Rabl1a fehérje (108). Munkank soran a tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a GM-CSF
receptor [ visszajut-e a plazmamembranra, azaz megjelenik-e a Rablla-jelolt

reciklizalo endoszomakban.

Immuncitokémiai vizsgalataink azt mutatjak, hogy a kontroll mesothel sejtekben
(in vivo) kettds-jelolt (sarga), és GM-CSFR -t nem tartalmazoé (piros), apro reciklizald
endoszomak is detektalhatok (22. abra/A). Az 1 6ras GM-CSF kezelést kdvetden (in
vitro) nem talalunk kolokalizaciot a két marker kozott (22. abra/B), majd 24 ora
elteltével jra azonosithatd néhany receptor- és Rabl1a-pozitiv endoszéma az atalakulod
félben 1évoé mesothel sejtek citoplazmajaban (22. abra/C). A gyulladas 3. napjan (in
vivo) jelentésen megné a GM-CSF receptor f és Rablla kettés-jelolt endoszomak
mennyisége (22. abra/D), és szamuk fokozodik az 5. napig (in vivo), amikor szinte csak
GM-CSFR B immunpozitiv reciklizdld6 endoszomak figyelhetok meg a
plazmamembranhoz kozeli citoplazmaban (22. abra/E). Ezek az adatok egyértelmiien
arra utalnak, hogy amig a gyulladas fenndll, a receptor visszajut a plazmamembranra. A
gyogyulas beindulasaval, a 8. napon (in vivo) a két marker leginkabb csak kiilon-kiilon
detektalhatd, habar talalunk még egy-két kettds-jelolt reciklizald endoszomat (22.
abra/F). A regeneracio végén, a 11. napon (in vivo) a GM-CSFR B és a Rablla ujra

erds kolokalizaciot mutat (22. abra/G).
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22. abra. GM-CSF receptor p a Rablla-pozitiv reciklizalé endoszémakban (in
vivo, in vitro). (A/a): Kontroll mesothel sejtekben (in vivo) megfigyelhetiink GM-CSFR
B jelet tartalmazo (sarga), és nem tartalmazo (piros) reciklizalé endoszoémakat is. (B/b,
Cl/c): In vitro, 1 6ras GM-CSF kezelés utan nincs kolokalizacio a két marker kozott, a
24 oras kezelést kovetéen azonban megjelenik néhany receptor-pozitiv, kettés-jeldlt
reciklizalé endoszoma a sejtek citoplazmajaban. (D/d): A gyulladas 3. napjan (in vivo) a
kettésen jelolt reciklizald endoszomak szama jelentdsen megné. (E/e): A gyulladas
csticspontjaban, az 5. napon (in vivo) még tobb GM-CSF receptor B-val is jelolt, kettOs-
pozitiv endoszomat figyelhetliink meg a sejtekben. (F/f): A gydgyulas beindulasaval (8.
nap, in vivo) a reciklizald endoszomak zome szinte kizarolagosan Rablla-jelolt,
receptort csak kevés tartalmaz. (G/g): A 11. napon (in vivo) Gjra szamos, kettGs-jelolt
vezikula lathato a vékony citoplazma nytlvanyokban. (Kék: DAPI; z6ld: GM-CSFR j;
piros: Rab1la). Bar~10,80 pm.

5.2. A GM-CSF receptor B és az endocitotikus markerek kolokalizaciojanak
kvantitativ vizsgalata

Immuncitokémiai vizsgalatainkat statisztikai mérésekkel tamasztottuk ala. Ezen
vizsgalatok segitségével kizarhatd, hogy a mikroszkopban detektalt kolokalizaciot az

esetlegesen csak egymast fedd, ,,overlapping” jelintenzitasok eredményezik.

A GM-CSFR B és az adott markerek korrelacioja alapjan elmondhatjuk, hogy
habar a kontroll sejtek (in vivo) csak kis mennyiségben expresszaljak a receptort, annak
zome mar ekkor részt vesz egy endocitotikus ciklusban, caveoldkban is detektalhato, és
az endocitozis koliinbozd sejtorganellumainak jellegzetes markereivel is jelentds
korrelaciot mutat. Az in vitro indukalt EMT korai id6pontjaiban (1 és 24 éra GM-CSF
kezelés) a GM-CSFR [ és a korai endoszomalis marker kozotti kolokalizacid a
legmagasabb, jelezvén, hogy a caveolak kozremiikodésével internalizalt GM-CSFR 3
alegységek - akar percek alatt is - bekeriilnek a korai endoszomakba, biztositva ezzel az
EMT-hez sziikséges jelatviteli folyamatok fenntartasat. A Freund adjuvans injektalasat
kovetd 3. napon (in vivo) a GM-CSFR B és az EEA1 kozott mért korrelacié kimagaslo,
habar a reciklizdlo endoszomakat jelold Rablla is jelentds kolokalizaciét mutat a
receptorral. A gyulladas eldrehaladtaval a GM-CSFR f és a Rab7, kés6i endoszoémalis
marker kozott is er6s6d6 korrelaciot lathatunk, amely maximumat az 5. napon (in vivo)
éri el. Megjegyzendd, hogy ezen a napon a GM-CSF receptor § az dsszes endocitotikus

sejtorganellum (kivéve caveolak) markerével jelentds kolokalizaciot mutat. A
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regeneracio beindulasaval, a 8. napon (in vivo) még mindig a GM-CSFR 3 és a Rab7
kozotti korrelacio a legmagasabb. A 11. napon (in vivo) mért magas kolokalizacio arra
utal, hogy a gyogyult mesothel sejtekben, a kis mennyiségben expresszalt GM-CSF
receptor B nagy valosziniiséggel ujra internalizalodik, és tjabb endocitotikus ciklusban

vesz részt (23. abra).

A GM-CSFRB és az endocitotikus markerek kozott mért korrelacio
0,9 -

- I i

0,7 -

@ Cav-1
OEEAL

KORRELACIO

ERab7
@ Rabl1la

CTR 1h in vitro 24h in vitro D3 D5 D8 D11
NAPOK

23. abra. A GM-CSF receptor B és endocitikus markerek kolokalizaciéjanak
statisztikai elemzése. Kontroll mesothel sejtekben (in vivo) a GM-CSFR B és a
caveolin-1 kozott diszkrét kolokalizacié mérhetd, amely jelentdsen megné az 1 6ras in
vitro kezelés utan. A kontroll (in vivo), valamint az in vitro kezelt mintakban is a
legmagasabb kolokalizacio a korai endoszomalis markerrel mérheté. In vivo, a
gyulladas 3. napjan a receptor €s az endocitotikus markerek kézotti korrelacié erdsodik,
de tovabbra is a korai endoszémakban detektalhato a legnagyobb mennyiségben a GM-
CSFR B. A kovetkezd napokban, ahogy a gyulladas eléri csucspontjat, a receptor
lokalizacios maximuma a korai endoszomakbol a reciklizald, majd a kés6i endoszomak
felé tolodik el. Az 5. napon (in vivo) jelentdsen né a Rab11a marker és a receptor kozott
mért kolokalizacio, de a legmagasabb értéket Rab7-tel éri el. A 8. napon (in vivo) még
mindig a késéi endoszomalis markerrel detektalhato a legjelentdsebb kolokalizacidja a
receptornak. A 11. napon (in vivo), a diagrammon lathatdo magas értékek azt mutatjak,
hogy a kis mennyiségben expresszalddo receptor ujra jelentds mértékben kolokalizal a
kiilonb6z6 endocitikus markerekkel, jelezvén, hogy egy ujabb internalizacios ciklusban
vesz részt.
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5.3. Jelatvitel az EMT és a MET soran: a STATS aktivalédasa

A GM-CSF jelatvitel egyik legfontosabb downstream eleme a STATS.
Tirozinon torténé foszforilacidja nélkiilozhetetlen transzkripcids aktivitasahoz, de
szerinen is foszforilalhatd, amely szintén sziikséges miikodéséhez (109). Annak
vizsgalatara, hogy a mi rendszeriinkben a GM-CSF elinditja-e jelatviteli
mechanizmusat, immunocitokémiai és Western blot analizisekkel kdvettilk nyomon a
tirozinon ¢és szerinen foszforilalt STATS faktorok expresszids szintjének valtozasait,

valamint a tirozinon foszforilalt forma citoplazmatikus eloszlasat.

Az aktivalt, tirozinon foszforilalt STATSA (p-STAT5A) kis mennyiségben mar
kontroll mesothel sejtekben is kimutathato (24. abra/A, G). A gyulladas 3. napjan a
hashartya minden sejtjében nagyon erds citoplazmatikus ¢és nukledris p-STATS5A
immunjelolés detektalhato (24. abra/B). Biokémiai eredményeink is azt mutatjak, hogy
a gyulladas hatasara (3. nap) a kontrollhoz képest jelentdsen megné a p-STATS5A
expresszids szintje a mesothel sejtek citoplazma és sejtmag frakcidjaban is (24.
abra/G). A gyulladas 5. napjan ugyan még mindig detektalhatd p-STATS5A jel a
kerekded sejtekben (24. abra/C), de expresszidja lathatoan csokken (24. abra/G). A 8.
és 11. napon a mesothel sejtek citoplazmajaban p-STATSA expresszido szinte alig
azonosithatd, azonban a mesothel sejtek magfrakciojaban, és a hashartya kotészoveti
sejtjeiben, egy kis mennyiségben még kimutathato (24. abra/D, E, G). Annak
igazolasara, hogy a GM-CSF receptor B internalizacidja elengedhetetlen feltétele a
downstream jelatviteli folyamatoknak, igy a STATS aktivalodasanak is, vizsgaltuk a
primer hashartya tenyészetben. Eredményeink egyértelmiien azt mutatjak, hogy ha
gatoljuk a GM-CSF receptor internalizaciojat (dynasore kezeléssel), a mesothel
sejtekben a STATSA tirozinon vald foszforilacidja nem kovetkezik be (24. abra/F),

jelezvén, hogy az internalizacio gatlasaval a downstream jelatviteli utvonalat is gatoltuk.

A szerinen foszforildlt STATS izoformdk biokémiai vizsgalata sordn azt
tapasztaltuk, hogy kontroll sejtekben a szerinen foszforilalt p-STATS5B nem
detektalhat6, ezzel szemben a STATSA foszforilalt formdja mér ekkor expresszalodik.
A Freund adjuvans kezelést kovetden a p-STATSB expresszios szintje megnd, €s a p-

STATSA szintjéhez hasonloan, fokozodik a regeneracio végeig (24. abra/H).
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24. abra. Az aktivalt, p-STATS5 faktorok expressziojanak valtozasa a GM-CSF
jelatvitel soran. (A): Kontroll mesothel sejtekben csak kis mennyiségben
expresszalodik a STATSA 694-es tirozinjan foszforilalt formaja. (B): A gyulladas 3.
napjan a mesothel sejtekben és a kotdszovet sejtjeiben is nagy mennyiségben
detektalhatdé p-STATS5A mind a citoplazmaban mind pedig a sejtmagban (lasd
kinagyitott sejt a fehér boxban). (C): Az 5. napon a p-STATSA jel csokken, és
pontszerii eloszlasban figyelhetd meg. (D, E): A 8. és a 11. napon a mesothel sejtekben
p-STAT5A nem detektalhatd, a kotdszovet sejtjei azonban tovabbra is p-STAT5A
immunpozitivitast mutatnak. (F): A dynasore-ral és GM-CSF-fel kezelt mesothel
sejtekben (in vitro) a p-STAT5A egyaltalan nem expresszalodik. (G): Western blot
eredményeink azt mutatjak, hogy a p-STATSA expresszidja a gyulladas 3. napjan éri el
maximumat a mesothel sejtek citoplazma- (CF) és a magfrakciojaban (MF) is. Az 5.
naptol expresszios szintje jelentdsen csokken, és a kovetkezd napokban (8. és 11. nap) a
citopazmaban nem is detektalhato, a sejtmagban azonban jelen van a regeneracié végén
Is. (H): A 726-os szerinjén foszforilalt STAT5A mar a kontroll sejtek lizatumaban
(L1Z) is mérhetd, és szintje jelentdsen emelkedik a Freund adjuvans kezelést kovetden.
A STATS5 B izoformaja 731-es szerin aminosavan nem foszforildlodik kontroll
sejtekben, a kezelt sejtekben azonban ezen foszforilalt forma expresszidja a p-STATS5A
expresszidjahoz hasonldan valtozik. Toltési kontrollnak p-aktint és Lamin A-t
hasznaltunk. (Kék: DAPI; zold: p-STAT5A (Tyr 694)). Bar~10,80 pum.
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5.4. A SOCS1 expresszios vizsgalata

A SOCS (suppressor of cytokine signaling) fehérjék csaladja a JAK-STAT
utvonalon keresztiil fellépéd gyulladasos citokinek altal indukalt jelatviteli
mechanizmusok negativ visszacsatolast ado, gatldé molekulai. A SOCS fehérjék
mindegyikére igaz, hogy konzervalt doménjeik révén tobb ponton is képesek modulalni
a jelatviteli folyamatokat. Centralis SH2 doménjiik révén gatolni tudjak a downstream
partenerek kotddését a tirozinon foszforilalt kindzokhoz vagy citokin receptorokhoz,
tovabba SOCS-boksz doménjiik altal katalizadljak a  jelatviteli molekulak
ubiquitinilalasat és lebontasat. A SOCS1 - és a SOCS3 - azonban egyediilallé6 médon
kozvetleniil is blokkolni tudjék a jelatvitelben szerepld kindzok miikodését kinaz gétlo

doménjiik (KIR domén) segitségével (110, 111).

Munkank kovetkezé 1épésében ezért jogosan tettiik fel a kérdést, hogy jelen
van-e ilyen regulator molekula a mi rendszeriinkben, és szerepet jatszik-e a GM-CSF
altal EMT-t indukélo jelatviteli folyamatokban. Ennek érdekében a gyulladas és a
regeneracid kiilonbozé iddpontjaiban immuncitokémiai vizsgalatokkal kdovettiik
nyomon a JAK2-STATS jelatvitel egyik leghatékonyabb inhibitoranak, a SOCS1-nek az

expressziojat a mesothel sejtekben.

A konfokalis felvételeken jol lathatdo, hogy a SOCSI expresszidja végig
jelentdsnek mondhatd, mar a kontroll hashartya mesothel és kotdszoveti sejteiben is
er6sen expresszalodik (25. abra/A). A gyulladas 3. napjan megfigyelhetd, hogy
jelintezitasa csokken, eloszlasa egyenletes (25. abra/B). A gyulladas eldrehaladtaval, az
5. napon a SOCS1 expresszidja erdsodik, de eloszlasa még mindig egyenletes, diffiz
(25. abra/C). A regeneracido beindulasaval (8. nap) azonban a nagy mennyiségben
expresszalodo fehérje citoplazmatikus eloszlasa megvaltozik, €és egyre tobb mesothel
sejtben ad a plazmamembran mentén hatarozott, marginalis jelet, s mint egy gyongysor
szinte korberajzolja a mesothel sejteket (25. abra/D). A gyogyulas végén, a 11. napon,
a SOCS1 expresszioja tovabbra is jelentds, eloszlasa azonban ismét diffaz képet mutat

(25. abra/E).
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25. abra. A SOCSL1 expresszioja a kontroll és kezelt mesothel sejtekben. (A): A
SOCS1 mar a kontroll mesothel sejtekben is nagy mennyiségben expresszalodik. (B): A
gyulladas 3. napjan a SOCSI1 jelintenzitasa csokken. (C, D): Az 5. és a 8. napon
expresszidja fokozddik, azonban a 8. napon kifejezettebb expresszidt detektaltunk a
sejtek plazmamembranja mentén. (E): A 11. napon, a regeneralodott mesothel sejtek
még mindig jelentés mennyiségben expresszaljak a SOCSI fehérjét. (Kék: DAPI; zold:
SOCS1). Bar=10,80 pum.

5.5. Az autofagia molekularis hattere

Az autofigia folyamatat a gyulladas és a regeneracid soran immuncitokémiai €s
biokémiai modszerekkel tanulmanyoztuk. Vizsgalataink soran az autofagia
folyamataban kozvetett (Akt, p-Akt, mTOR, p-mTOR, EEA1, Rab7) és kozvetlen

(Beclin-1, LC3) moédon szerepet jatszo markerek expresszidjat vizsgaltuk meg.

5.5.1. Az Akt aktivacidja

Tekintettel arra, hogy az autofagia egyik {6 szabalyoz6é mechanizmusa az Akt-
mTOR utvonal (112), vizsgalatainkat az Akt fehérje tanulmanyozasaval kezdtiik.
Nyomon kdévettiik az inaktiv, foszforildlatlan Akt; és a miikoddképes, aktiv, foszforilalt-

Akt (p-Akt; Thr308) expresszids valtozasait.

Western blot eredményeink azt mutatjak, hogy az Akt nem foszforilalt, inaktiv
formajanak expresszidja a kontrollban és a 3 napos gyulladt mesothelben is magas,
maximumat az 5. napon éri el, majd fokozatosan csokken (26. abra/F). A foszforilalt
Akt (p-Akt) vizsgalata soran azt talaltuk, hogy kontroll mesothel sejtekben nem
expresszalodik (26. abra/A, F). A Freund adjuvans kezelést kdvetd 3. napon azonban
jelentésen megné expresszidja (26. abra/B, F), majd az 5. és 8. napon dramaian
lecsokken (26. abra/F), s csak néhany mesothel sejtben detektalhatunk p-Akt jelet (26.
abra/C, D). A regeneracio végére, a 11. napon a p-Akt expresszidja Gjra markdnsan
megemelkedik (26. abra/F), és a gyogyult, lapham morfologiat mutatdé mesothel sejtek
ismét p-Akt pozitivak (26. abra/E). Denzitometrias eredményeink igazoljak, hogy a
nem foszforilalt Akt expresszioja rendkiviill magas a gyulladds 5. napjaig, ezzel

szemben az Akt foszforilacidja csak a 3. és a 11. napon jelentds (26. abra/F).
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26. abra. Az Akt és p-Akt expresszidjanak vizsgilata kontroll és Ferund
adjuvanssal kezelt mesothel sejtekben. Immuncitokémiai (A-E) és Western blot (F)
eredmények. (A): Kontroll mesothelben p-Akt nem detektalhato. (B): A gyulladas 3.
napjan né a p-Akt immunpozitivitas. (C): Az 5. napon p-Akt jel szinte alig detektalhato
a mesothel sejtekben, a kotészoveti sejtekben viszont erésen expresszalodik (lasd:
graulocita a mesenterium bal oldalan). (D): A 8. napon, amikor az autofagia nagyon
intenziv, a mesothel sejtekben p-Akt pozitivitas nem detektalhato. (E): A 11. napon, a
regeneralddott sejtekben ujra jelentds p-Akt expresszio figyelheté meg. (F): A mesothel
sejtek lizatumaban (LIZ) a gyulladés kezdetén az inaktiv Akt expresszidja magas, a
maximumot az 5. napon éri el; ezzel ellentétben p-Akt csak a 3. és a 11. napon
expresszalodik a mesothel sejtekben. Az Akt/p-Akt expresszids intenzitdsanak
grafikonja haromszor ismételt Western blot denzitometriajanak atlagat és szorasat
mutatja. Toltési kontroll: B-tubulin. (Kék: DAPI; z6ld: p-Akt). Bar~10 pm.

5.5.2. Az mTOR aktivacioja
Az autofgia szabalyozasaban rendkiviil fontos szerepet jatszik az mTOR. Aktiv,

foszforilalt formaja ugyanis az egyik f6 gatlo faktora az autofagianak (113).

Vizsgélataink sordn az aktiv és inaktiv mTOR formék expresszigjat kovetve
szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk. Kontroll mesothel sejtekben a nem
foszforilalt, inaktiv mTOR kimutathato (27. abra/A, F), expresszidja tovabb er6sodik a
kezelést kovetd 3. és 5. napon (27. abra/B, C, F). A gyulladas lecsengésével, a kezd6d6

regeneracio soran (8. nap) mennyisége fokozatosan csokken (27. abra/D, E, F).

A jelatvitelben aktiv format jelentd foszforilalt mTOR a kontroll mesothel
sejtekben alig detektalhatd (27. abra/F, G). A Freund adjuvans kezelés utan 3 nappal
azonban egyre er6s6dé p-mTOR expresszio tapasztalhato (27. abra/F), és specifikus,
pontszeri eloszlasban figyelhetd meg a differencialoddo mesothel sejtekben (27.
abra/H). A p-mTOR expresszidja csucspontjat az 5. napon éri el (27. abra/F, 1). A
regeneracio kezdetekor (8. nap) szintje jelentésen csokken (27. abra/F), p-mTOR
pozitiv mesothel sejteket szinte nem is talalunk a hashartyaban (27. abra/J). A 11.
napon a p-mTOR expresszioja tovabb csokken (27. abra/F), a gyogyult mesothel
sejtekben nem detektalhatdo (27. abra/K). Az mTOR/p-mTOR intenzitasi aranyat
Osszehasonlitva lathatjuk, hogy mindkett6 emelkedd tendenciat mutat a gyulladas 5.
napjaig, majd a p-mTOR expresszidja drasztikusan lecsokken, mig az inaktiv mTOR

szintje a 8. napon is magas marad (27. abra/F).
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27. abra. Az mTOR és p-mTOR expresszids valtozasa a gyulladas és a regeneracié
alatt. Konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek az mTOR (A-E), és p-mTOR (G-K)

crer

(A): Kontroll mesothelben az inaktiv mTOR komplex kimutathato. (B, C): A Freund
adjuvans kezelést kovetd 3. és 5. napon az mTOR jelintezitasa fokozatosan erdsodik.
(D, E): A 8. napon az mTOR jel csokken, majd a 11. napra jelentésen gyengiil. (G):
Kontroll sejtekben p-mTOR szignal nem detektalhat6. (H): A gyulladas 3. napjan
specifikus p-mTOR immunpozitiv strukturak figyelheték meg. (1): A p-mTOR jel
erdssége az 5. napon a legmarkansabb. (J, K): A 8. napon a p-mTOR jel6lés szinte
teljesen eltiinik a mesothel sejtekbdl, a 11. napon mar nem is detektalhatd. (F): Western
blot eredményeink alatamasztjak immunocitokémiai adatainkat. Az mTOR/p-mTOR
intenzitasat mutato grafikon harom immunblot denzitometridjanak atlagat ¢és szorasat
reprezentalja. Toltési kontroll: B-tubulin. (Kék: DAPI; zold: mTOR, p-mTOR). Bar~10
um.

5.5.3. Az autofagia kozvetlen szereploi: a Beclin-1 és az LC3B expresszioja

A Beclin-1, a lipid kinaz Vps34 komplex tagjaként, dont6 szerepet jatszik az
autofagia indukaldséban, sziikséges az izoldld6 membranok, fagoforok kialakulasahoz
(114). Kis mértékii Beclin-1 expresszio azonban nem elegendé az autofagia
kivaltasahoz (115).

Immuncitokémiai és biokémiai eredményeink azt mutatjak, hogy a Beclin-1 a
kontroll mesothel sejtekben alig detektalhatd mennyiségben van jelen (28. abra/A, F),
azonban a gyulladas 3. napjara expresszioja drasztikusan megné (28. abra/B, F). Az 5.
naptol intenzitasa kissé csokken ugyan (28. abra/C, F), de a 8. napon még mindig elég
jelentés mennyiségben van jelen a mesothel sejtekben (28. abra/D, F). A 11. napon a
Beclin-1 expresszioja a kontroll sejtekben tapasztalhato szintre esik vissza (28. abra/E,

F).

Az LC3B (mikrotubulus-asszocialt fehérje 1A/1B konnyii lanc 3B) az
autofagoszomak képzdédésében szerepet jatsz6 egyik faktor, igy az autofagia
kimutatasanak egyik leggyakrabban hasznalt markere. Az autofagia soran az LC3B
citoszolikus formaja (LC3B-I) biokémiai atalakulasok utan az autofagoszomak
membranjahoz asszocial, és membran-kotott formaban (LC3B-11) fordul el6. Amikor az

autofagoszomak lizoszomakkal Osszeolvadva autolizoszomakat hoznak létre, a belsd
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membranjukon 1évé LC3B-1I a membrannal egyiitt lebomlik a savas hidrolazok altal,
mig a kiilsé membranegységhez kotott LC3B-II molekuldk wjra citoszolikussa valnak

(116-118).

Munkank soran tehat vizsgaltuk a citoszolikus és a membran-kotott LC3B
expresszidjanak aranyat. Western blot vizsgalataink eredményei azt mutatjak, hogy a
kontroll mesothel sejtekben a két LC3B forma expresszidja kozel azonos, a Freund
adjuvans indukalta gyulladds soran azonban a membranhoz-kotott LC3B-I1 szintje
jelentésen csokken, mig a citoszolikus LC3B-I expresszioja szignifikansan megné (28.
abra/G), jelezvén, hogy a regeneraci6 meginduldsaval parhuzamosan egy nagyon

intenziv autofagia zajlik a mesothel sejtekben.
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28. abra. A Beclin-1 és az LC3B expressziojanak valtozasa a gyulladas és a
regeneracié soran. Konfokalis mikroszkopia (A-E), Western blot eredmények (F, G).
(A): Kontroll mesothel sejtekben Beclin-1 alig detektalhato. (B): A gyulladas 3. napjan
minden kerekded mesothel sejt erésen Beclin-1 pozitiv. (C, D): Az 5. napon a Beclin-1
jelintenzitasa kissé ugyan csokken, de a 8. napon mindig specifikus, pontszeri jelet ad.
(E): A regeneralodott mesothel sejtek Beclin-1 expresszidja a 11. napra teljesen
lecsokken. (F): Western blot eredményeink alatamasztjak immuncitokémiai
vizsgalatainkat. A Beclin-1 intenzitasat Osszehasonlitva a toltési kontrollal, a f-
tubulinnal lathatjuk, hogy az autofdg marker szintje drasztikusan megné a 3. és 5.
napokon. (G): A citoszolikus és a membran-kotott LC3B expresszidja. A Freund
adjuvans kezelést kdvetd 8. napon, amikor az autofagia nagyon intenziv, az LC3B-II
szinte teljes egészében eltlinik, amig az LC3B-I mennyisége ugrasszeriien
megemelkedik. A Beclin-1/B-tubulin és az LC3B-II/LC3B-I expresszidinak intenzitasat
mutatd grafikonok haromszor ismételt Western blot denzitometrias mérésének atlagat €s
szorasat reprezentalja. (LIZ: lizatum; kék: DAPI; zold: Beclin-1). Bar~10 pum.

5.5.4. Az endocitozis szerepének vizsgalata korai és késdi endoszomalis markerekkel

Az endocitotikus utvonal és az autofagia mar a korai endoszomak megjelenése utan
talalkoznak egymassal (85), létrehozva ezzel egy koztes autofag strukturat, az
amfiszomat (75). Korabbi elektronmikroszkopos és morfometriai megfigyeléseink azt
mutattak, hogy a gyulladas és a gyogyulas kiilonbozé stadiumaiban 1évé mesothel
sejtekben az autofag sejtalkotok mellett nagy szamban jelennek meg késdi endoszomak

is. Ezért jogosan tettiik fel a kérdést, hogy a progressziv autofagia folyamata egyiitt jar-e
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az endocitotikus sejtorganellumok szdmanak novekedésével. A kérdés megvalaszoldsara
immuncitokémiai ¢s Western blot vizsgalatokkal kdvettiik nyomon az endocitotikus
sejtalkotok megjelenésének dinamikajat a korai (EEA1) és késéi (Rab7) endoszémak

jellegzetes markereinek segitségével.

Kontroll mesothel sejtekben mar jelentés EEAL expresszié detektalhato (29.
abra/A, F), amely a Freund adjuvans kezelés hatasara né, elérve maximumat a
gyulladas 3. napjan (29. abra/B, F). Habar biokémiai eredményeink alapjan a korai
endoszomalis marker szintje csokken az 5. naptol (29. abra/F), expresszidja a gyulladas
és a gyogyulas soran végig jelentés a mesothel sejtekben (29. abra/C-F). Az EEA1 és
B-tubulin intenzitdsanak aranyat mutatd grafikonon lathatd, hogy az endoszémalis

marker expresszioja jelentésen megné a 3. napon (29. abra/F).

A Rab7 egy kis GTP-kotd fehérje, amelynek szamos funkcidja van. Azon feliil,
hogy szabalyozza a kés6i endoszomak érését, szerepet jatszik a lizoszomak
endoszomakkal és/vagy lizoszomakkal (119, 120).

Korabbi morfometriai adataink azt mutattak, hogy a Freund adjuvans injektalasa
utan igen nagy szamban jelennek meg multivezikularis testek a mesothel sejtekben.
Immuncitokémiai és Western blot eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy mar a
kontroll mesothel sejtekben is egy elég jelentds Rab7 expresszio detektalhatod (29.
abra/G, L), amely tovabb er6sodik a gyulladas 3. és 5. napjan (29. abra/H, I, L), majd
a 8. napon eléri maximumat (29. abra/J, L), amikor szamos, érett autofag
sejtorgenellumot, foleg autolizoszomat tudtunk azonositani a gydgyulasnak indult
mesothel sejtekben. A Freund adjuvans injektalasa utdn 11 nappal a Rab7 intenzitasa
kissé¢ ugyan csokken, de még mindig jelentés mértékben expresszalodik a mesothel
sejtekben (29. abra/K, L). A Rab7 és p-tubulin intenzitasat Osszehasonlitva
megallapithajuk, hogy a Rab7 expresszioja igen jelentés a 8. és a 11. napon is (29.

abra/L).
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29. abra. Az EEA1 és Rab7 expressziéja kontroll és kezelt mesothel sejtekben.
Immuncitokémiai (A-E és G-K), Western blot (F és L) eredmények. Az EEAl
expresszioja. (A): Kontroll mesothel sejtekben nagyon intenziv EEAL1 jel lathato. (B):
3 nappal a Freund adjuvans kezelés utan az EEA1 expresszidja jelentésen megnd. (C):
Az 5. napon nagyon erés és specifikus jel detektalhatd, EEA1l-pozitiv kor alaku
struktarak azonosithatoak a sejtekben. (D): A 8. napon az EEA1-jel még mindig erés.
(E): A regeneracio végére (11. nap) az EEA1 jelintenzitasa csokken. (F): Western blot
eredményeink  parhuzamba  allithatbak  konfokdlis  mikroszkoppal — végzett
megfigyeléseinkkel. A diagramm az EEA1 és B-tubulin expresszidjat hasonlitja dssze.
A Rab7 expresszidja. (G): A kezeletlen mesothel sejtek jelentés Rab7 expressziot
mutatnak. (H, 1): A gyulladas 3. és 5. napjan a Rab7 jelintezitasa tovabb er6sodik. (J,
K): A Rab7 expresszioja a 8. napon a legerésebb, majd a 11. napra kissé lecsokken.
(L): Biokémiai vizsgalataink alatimasztjak immuncitokémiai adatainkat. A diagramm a
Rab7 és B-tubulin expresszidjat hasonlitja 6ssze. Az endoszomalis markerek és a f3-
tubulin  intenzitasanak  aranyat haromszor ismételt Western blot mérés
denzitometridjanak atlag és szoras eredményeit mutatja. To6ltési kontroll: B-tubulin.
(LIZ: lizatum; kék: DAPI; zold: EEA1, Rab7). Bar~10 um.

5.6. A BMP fehérjék szerepe a mesothel sejtek regeneraciojaban (MET)

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a TGF-p EMT-t, a BMP fehérjék pedig
tobbnyire MET-et indukalnak (56, 57, 121, 122). Vizsgalataink soran a tovabbiakban
ezért arra voltunk kivancsiak, hogy a BMP fehérjék szerepet jatszanak-e a mesothel
sejtek gyogyulasaban (MET) a gyulladas lecsengése utan. A kérdés megvalaszolasanak
céljabol immuncitokémiai és biokémiai modszerekkel vizsgaltuk, hogy a mesothel
sejtekben termelddik-e BMP, és expresszaljak-e a BMP ligand specifikus receptort.
Vizsgalatainkhoz a BMP4 ¢és a BMP7 citokinek, valamint a BMPR2, Il-es tipusa, BMP

specifikus receptor ellen termeltetett ellenanyagokat hasznaltuk.

Western blot eredményeink azt mutatjak, hogy a kontroll mesothel sejtek nem
expresszaljak a BMP4-et. A Freund adjuvans injektalasat kovetd 3. napon azonban
megjelenik a BMP4 a mesothel sejtek lizatumaban, és expresszidja fokozodik az 5.
napig. Ezt kovetéen, a 8. napon mennyisége kissé csokken, majd a 11. napon ujra

megemelkedik (30. abra).
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30. abra. A BMP4 Kkimutatisa: Western blot vizsgalat és a hozza tartozo

denzitometria eredménye. Toltési kontrollként B-aktint hasznaltunk. (LIZ: lizatum).

A BMP7 immuncitokémiai vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a kontroll
mesothel sejtek nem expresszaljak ezt a citokint (31. abra/A). A gyulladas 3. napjan
nem tal erGs intenzitasu, de meglehetésen specifikus, pontszeri BMP7 jelet
detektalhatunk a mesothel sejtekben (31. abra/B). A BPM?7 expresszioja a kezelést
kovetd 5. napon a legerdsebb, intenzitdsa azonban diszkrét, eloszlasa pontszeri (31.
abra/C). A 8. napon expresszidja csokken (31. abra/D), és a regeneracio végén, a 11.
napon is meglehetdsen alacsony, csak néhany mesothel sejt mutat némi BMP7

pozitivitast (31. abra/E).

A mesothel sejtek 4ltal, kis mennyiségben expresszalt BMP7 biokémiai
modszerekkel nem detektilhatd a lizdtumban. Ezért tovabb vizsgalodtunk, és
megnéztiik, hogy a peritonealis mosofolyadékban kimutathato-e a BMP7. A hastiri
folyadék Western blot vizsgalatai soran azt tapasztaltuk, hogy mar a kontroll mintaban
jelentés mennyiségben mutathatd ki a citokin. Szintje né a gyulladas 3. napjan, majd
tovabb fokozodik az 5. napon. A BMP7 expresszioja a 8. napon éri el maximumat,
amikor a mesothel sejtek regeneracioja elkezdddik, és még a 11. napon is jelentds

mennyiségben van jelen a hastiri folyadékban (31. abra/F).
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31. abra. A BMP7 Kkimutatisa mesothel sejtekben és a hasiiri folyadékban:
immuncitokémia és Western blot vizsgalat. (A): A kontroll mesothel sejtek nem
expresszaljak a BMP7-et. (B): A gyulladas 3. napjan némi BMP7 jel detektalhato a
mesothel sejtek citoplazmajaban. (C): Az 5. napon a legmagasabb a BMP7 expresszidja
a mesothel sejtekben. (D, E): A 8. és a 11. napon csak nagyon gyenge BMP7 jel
figyelheté meg a mesothel sejtekben. (F): Ezzel szemben a kontroll peritonealis
mosofolyadékban is mérheté mennyiségben van jelen a BMP7, majd expresszidja a

Freund adjuvans injektalasa utan fokoztosan né. (PM: peritonealis mosofolyadék; kék:
DAPI; zold: BMP7). Bar~10,80 um.

A BMPR?2 vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a kezeletlen mesothel sejtek
kis mértékben ugyan, de expresszaljak a receptort (32. abra/A, F). A Freund adjuvans
kezelést kovetd 3. napon a BMPR2 expresszidja jelentésen megnd (32. abra/F), és
specifikus, pontszerli jelet detektdlhatunk a mesenterium két oldalan elhelyezkedd,
kerekded mesothel sejtekben, és a kotdszovet néhany sejtjében is (32. abra/B). Az 5.
napon a receptor expresszidja tovabb erésodik (32. abral/F), és egy nagyon intenziv jel
lathato a mesenterium sejtjeiben (32. abra/C). A kezelés utan 8 nappal az
immuncitokémiai felvételeken az 5. naphoz képest gyengébb jelet detektalhatunk (32.
abra/D), Western blot eredményeink azonban kismértékli novekedést mutatnak (32.
abra/F). A novekvd tendencia megmarad egészen a 11. napig, a gyogyult mesothel
sejtekben intenziv . BMPR2 immunjel detektalhaté (32. abra/E), és a biokémiai
eredmények szerint ekkor a legerdsebb a mesothel sejtek BMPR2 expresszidja (32.
abra/F).
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32. abra. A BMPR2 immuncitokémiai és Western blot vizsgalata a mesothel
sejtekben. (A): Kontroll sejtekben gyakorlatilag nem mutathaté ki a BMPR2. (B): A
gyulladas 3. napjan igen specifikus, pontszerii BMPR2 jel detektalhatdé a mesothel
sejtekben. (C, D): Az 5. napon tovabb er6sodik a receptor expresszidja, majd a 8. napon
kissé csokken. (E): A regeneracid végére, a 11. napon 0jra jelentés mennyiségiit BMPR2
detektalhatdé a mesothel sejtekben ¢és a kotdszovet sejtjeiben is. (A kotdszovet
hizésejtjeiben 1évé granulumok megddbbentden erds fluoreszcenciat mutatnak). (F): A
BMPR2 expresszidja a 11. napon éri el maximumat. Toltési kontrollnak B-aktint
alkalmaztunk. (LIZ: lizatum; kék: DAPI; z6ld: BMPR2). Bar~10,80 um.

5.7. A bafilomycin A1 hatasa a mesothel sejtek regeneracidjara

Annak bizonyitdsara, hogy az autofigia valdban kulcs szerepet jatszik a
feleslegessé valt sejtalkotok és fehérjék lebontasaval az eredeti lapham morfologia
visszaallitasaban, vizsgaltuk a regeneracid folyamatat az autofagiat gatldo bafilomycin
Al kezelés utan (1. tablazat). In vivo kisérleteinkben bafilomycin Al injektalasaval
lizoszomak kozotti faziod, valamint a V-ATP-azok kozremiikodésével végbemend
savasodas gatlasan keresztiil. A bafilomycin Al és Freund adjuvans kezelések utan
fény- ¢€s elektronmikroszkdopos vizsgalatok segitségével kovettiik nyomon az autofagia

folyamatat.

5.7.1. A bafilomycin Al hatasdnak vizsgalata fénymikroszkopiaval

valtoztatja meg 2 és 4 6ra utan sem. A lapham mesothel sejtek egy sejtsoros, osszefliggd
réteget alkotnak a kot6szovet két oldala mentén. Citoplazmajuk vékony, kerekded
sejtmagjuk alapjan viszont kdnnyedén azonosithatéak. A két mesothel réteg altal
kozrefogott kotészovetben gyakoriak a kollagén rostok és a kiilonb6zé kotdszoveti

sejtek (33. abra/A, B).
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Ha az allatok a gyulladas 3. napjan bafilomycin kezelést kapnak 4 oran at, a
gyulladt hashartya szerkezete gyakorlatilag szétesik. Bafilomycin kezelés nélkiil a sejtek
éppek, kerekded, kobos morfologiat oltenek, amelyek kozott ugyan felbomlanak a
sejkapcsold struktardk, de még egy sorba rendezddnek a kotdszovet két oldalan. A
bafilomycin kezelés hatasara azonban a mesothel sejtek vakuolizaltak, sejtmagjukban a
kromatin lathatéan kondenzalddik, és tobb sorba rendezddnek a kotdszovet mentén. A

kotdszovet sejtjei ugyanilyen drasztikus valtozason mennek keresztiil (33. abra/C).

Ha az allatokat a gyulladas 4. napjan bafilomycinnel oltjuk, majd 24 o6ra
elteltével vizsgaljuk, akkor elmondhatjuk, hogy a gyulladasban 1évé mesenterium (5.
nap) szerkezete még dramaibb moédon valtozik. A csak Freund adjuvanssal kezelt
allatok mesothel sejtjei a gyulladas hatasara ugyan teljesen elveszitik lapham
morfologiajukat és polaritasukat, de épek és egészségesek. A bafilomycinnel is oltott
allatok hashartyajanak mesothel sejtei azonban tele vannak kisebb-nagyobb
vakuodlumokkal, kornyezetiikben citoplazma foszlanyok és maradvanyok figyelhetdek
meg. A kotdszoveti sejtek hasonld morfoldgiat mutatnak, a kollgénrostok tomor, denz

kotegekbe rendezddnek (33. abra/D).

Hasonl6 valtozasok figyelheték meg akkor is, ha az éllatokat a gyulladas 4.
napjan kezeljiik bafilomycinnel, majd a 8. napon vizsgaljuk. A bafilomycin kezelést
nem kapott allatok mesenteriuma és mesothel sejtjei ekkor mar a regeneracid jeleit
mutatjak. A mesothel sejtek zome még kerckded, de kezdenek ujra egy sejtrétegbe
rendezGdni, és hosszikasabb nyulvanyaik kozott néhol mar fellelhet6k sejtkapcsolatok
iS. A bafilomycin kezelés utan azonban a mesothel sejtek rendezetleniil, tobb sorban
helyezkednek el a kotdszovet mentén. Citoplazmaszegélyiik foszlanyos, sejtes
szerkezetilk gyakorlatilag felismerhetetlen, csak a néhol megmaradt sejtmag
azonosithat6 (33. abra/E).
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33. abra. A bafilomycin Al hatiasa a Freund adjuvanssal nem kezelt és kezelt
mesothel sejtekre. Toluidinkékkel festett hasharytak fénymikroszkoépos felvételei.
(A, B): A csak bafilomycinnel kezelt (2 és 4 o6ra), kontroll mesothel sejtek
morfologiajukat tekintve nem kiilonboznek a teljesen kezeletlen hashéartya mesothel
sejtjeitél. (C): A Freund adjuvans injektalasat kovet6 gyulladas 3. napjan
bafilomycinnel is kezelt (4 6ra) allatok mesothel sejtjei vakuolizaltak, és az apoptozis
kezdetleges jeleit mutatjak. (D): A gyulladas 5. napjan, az egy nappal korabban
bafilomycinnel is oltott allatok mesothel sejtjei szétesnek, plazmamembrannal korbevett
citoplazma maradvanyok hasitddnak le réluk, és egyértelmiien az apoptozis jegyeit
mutatjak. (E): A gyulladas 8. napjan - a négy nappal korabban, egyszer bafilomycinnel
oltott - allatok mesothel sejtjei tobb sorban helyezkednek el a kotészovet két oldala
mentén, és sejtes szerkezetiik alig ismerhet6 fel. (Nyilak: mesothel sejtek). Bar=20 pm.

5.7.2. A bafilomycin Al hatasdnak elektronmikroszkopos vizsgalata

A csak bafilomycin kezelést (2 és 4 6ra) kapott, kontroll allatok hashartyajanak
mesothel sejtjei hosszan elnytlt, lapos hamsejtek. Egymassal érintkezd, vékony
nyulvanyaik kozott kiilonbozo sejtkapcsolo strukturak figyelhetdek meg, amelyek révén
Osszefliggd, egyetlen sejtréteget alkotnak a  kotdszészovet két  oldalan.
Citoplazméjukban elenyészd szamu sejtorganellum (endoszomék, lizoszomak,
mitokondriumok) lathatd, szinte csak a kerekded sejtmag dominal. Az autofagiara
jellemzd  sejtorganellumok koziil csak néhany fiatal fagofor €és nem savasodd
autofagoszoma, autolizoszoma lathaté (34. abra/b). Caveoldk nagy mennyiségben
vannak jelen mind az apikalis, mind a bazalis membranon; clathrin-burkos vezikula
csak ritkan figyelheté meg. A kotOszovetben az egybefliggd kollagénrost kotegek
rajzolata szépen kivehet6 (34. abra/A, B).
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34. abra. Elektronmikroszkopos felvételek a bafilomycin A1l hatasarél a kontroll
mesothel sejtekre. (A, B): A bafilomycinnel kezelt (2 és 4 6ra) kontroll mesothel sejtek
morfologidja megegyezik, és sokban hasonlit a kezeletlen hashartya mesothel sejtjeinek
morfologiajahoz. (b): Néhany fiatal autofag struktira azonosithato a sejtekben. (F:
fagofor;, AV: autofadg vakudlum, autofagoszoma; AL: autolizoszéma; M:
mitokondrium). Bar=1, 2 pm.
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A gyulladds 3. napjan vizsgalt, 4 oOras bafilomycin kezelést kapott allatok
hashartyajanak mesothel sejtjeiben hatalmas vakuélumok jelennek meg, sejtmagjukban
a kromatindllomany erésen kondenzalodik, citoplazmajuk szegélye foszlanyos. A sejtek
kozvetlen szomszédsagaban leszakadt citoplazmadarabok figyelhetdk meg. Az autofag
sejtalkotok koziil csak fiatal, kettds membrannal koriilvett autofagoszomak és éretlen
autolizoszomak azonosithatoak (35. abra/a). A kotdszovetben 1€vo sejtek a mesothel

sejtekhez hasonlé morfologiat mutatnak (35. abra/A).

‘A (D3, 4h) A%

- a whitaly [..
» Sy
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35. abra. Elektronmikroszképos felvételek a bafilomycin Al hatisarél a hiarom
napos gyulladt, Freund adjuvanssal kezelt mesothel sejtekre. (A): A Freund
adjuvans injektalast kovetd gyulladas 3. napjan, bafilomycinnel kezelt (4 o6ra) allatok
mesothel sejtjei er6sen vakuolizaltak, plazmamembrannal hatarolt citoplazmadarabok
fliz6dnek le roluk. (a): A kettés membrannal hatarolt autofag vakuolumokon kiviil csak
néhany éretlen autolizoszoma lathatd a mesothel sejtekben. (AV: autofag vakudlum,
autofagoszoma; AL: autolizoszéma). Bar=2 um.

A gyulladds 5. napjan vizsgalt, 24 6rds bafilomycin kezelést kapott allatok
mesothel  sejtjei  vakuolizaltak, sejtorganellumaik  szerkezete  gyakorlatilag
felismerhetetlen. A mitokondriumok krisztai szétesnek, a durvafelszinii endoplazmas
retikulum pedig jelentésen kitdgul. Jol lathatéak a sejtekrdl leszakadt citoplazma
maradvanyok. Egyre gyakoribb az apoptotikus testek megjelenése. Az autofig
sejtorganellumok koziil csak fiatal autofagoszomak figyelhetéek meg a citoplazmaban
(36. abra/a), mig a bafilomycin kezelést nem kapott allatok mesothel sejtjeiben ekkorra
mar jelentdsen nd az autofdg vakudlumok és érett autolizoszomak szama, €s pontosan
nyomon tudjuk kdvetni az autofagia jellegzetes 1épéseit az iniciaciotol a degradacioig. A
sejtmagban 1évé kromatin a maghartya szélére szorul, és még erésebben kondenzalodik,

a magvacska amorf morfologiat mutat (36. abra/A).
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36. abra. Elektronmikroszkopos felvételek a bafilomycin A1 hatdsarol az 6t napos
gyulladt, Freund adjuvanssal kezelt mesothel sejtekre. (A): A gyulladas 4. napjan
bafilomycinnel oltott, és az 5. napon kinyert hashartyak mesothel sejtjeirél kisebb-
nagyobb apoptotikus blebek szakadnak le, citoplazmajukban a sejtorganellumok
drasztikus morfologiai valtozasokon mennek keresztiil. (a): Az autofag struktarak koziil
csak fiatal autofagoszomak figyelhetéek meg. (AV: autofag vakudlum, autofagoszéma).
Bar=1, 2 um.
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A fénymikroszkopos vizsgalatok sordn az egyszeres ¢€s a kombinalt
bafilomicynes kezelések kozott a 8 napos gyullados kisérleti csoportban nem talaltunk
koliinbséget. Ultrastrukturalis megfigyeléseink soran is csupan apré eltérések vannak a

csoportok kozott.

Altalanossagban elmondhatd, hogy a bafilomycin kezelés utan, a gyulladas 8.
és az apoptozis jegyeit mutatjak (37. abra/A-D). A sejtek zsugorodnak, a vakuolizaltsag
mértéke fokozodik; olykor méretes, plazmamembrannal hatarolt részletek szakadnak le
a sejtekrol. Citoplazmajuk foszlanyos, a bleb képzddés jelei egyértelmiiek. A
citoplazma allomanya homogén, csak egy-kettd, hajdan egészséges sejtorganellum, és a
le nem bontott tormelék denz maradvanya figyelhetd meg benniik. A durva felszinii
endoplazmas retikulumok duzzadtak, kitagultak. Sejtmagjukban a magvacska szétesik, a
kromatin marginalis kondenzacioja igen jelentds. A legstulyosabb morfologiai valtozast,
¢és a legtobb, apoptozissal elpusztult sejtet a kombinalt bafilomycines kezelések koziil
abban a két csoportban figyeltiik meg, amikor 4 napon keresztiil (37. abra/B, b), illetve
amikor az 5. és a 6. napokon kaptak az allatok a bafilomycin A1 kezelést (37. abra/C,

C).
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37. abra. Elektronmikroszképos felvételek a bafilomycin Al hatasarol a nyolc
napos gyulladt, Freund adjuvanssal kezelt mesothel sejtekre. Az egyszeres és
kombinalt kezelések sorozatdban szignifikdns morfologiai kiilonbséget nem
tapasztaltunk a csoportok kozott. (A): A gyulladas 4. napjan bafilomycinnel oltott, és a
8. napon vizsgalt allatok mesothel sejtjei. (B): A Freund adjuvans injektalasat kovet6 4.
naptol a 7. napig bafilomycinnel oltott, és a 8. napon vizsgalt allatok mesothel sejtjei.
(C): A gyulladas 5-6. napjan bafilomycinnel oltott, és a 8. napon vizsgalt allatok
mesothel sejtjei. (b, ¢): Kinagyitott felvételek a ,B” és ,,C” Allatcsoportok
hashartyajanak egy-egy mesothel sejtjérdl. A legtobb, apoptodzissal elpusztult mesothel
sejtet; valamint a legdrasztikusabb bleb képzddést a ,,B” és a ,,C” csoportokban talaltuk.
(D): A Freund adjuvans injektalasat kovetd 6-7. napokon bafilomycinnel oltott, és a 8.
napon vizsgalt allatok mesothel sejtjei. Bar=1, 2, 5 pm.
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6. Megbeszélés

Korabbi morfologiai és molekularis vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a
patkany hashartya mesothel sejtjei Freund adjuvans indukalta gyullad4ds hataséara
mesenchymalis atalakulason mennek keresztiil (EMT II) (41, 96, 123). Kimutattuk,
hogy e folyamat soran a hamsejtek makrofag markereket (pl. EDI, 0OX-43)
expresszalnak (41), fagocitotikus aktivitisuk megné (97), gyulladasos citokineket (GM-
CSF, TGF-B, TNFa) termelnek, receptoraikat expresszaljak (67, 96-98). In vitro
kisérleteink, - amelyek soran primer mesenterium tenyészeteket kezeltiink GM-CSF-fel,
TGF-B-val, valamint a két citokin elegyével - aldtdmasztottak, hogy mindkét citokin
hasonlo fenotipusos atalakuldst indukal, mint a Freund adjuvans; GM-CSF kezelés
hatasara fokozodik a makrofag ED1 expresszidja; a mesothel sejtek termelik a GM-
CSF-t, és expresszaljak a GM-CSF receptort (67, 98).

A GM-CSF hematopoetikus novekedési faktor és fontos immunmodulator,
amely szamos sejttipusban termelddik (64, 66). Expresszidja erésen szabalyozott
folyamat, amelyet endotoxinok és gyulladasos mediatorok (TNF, IL-1, IL-6, y-
interferon) regulalnak leginkabb (66), de novekedési faktorok (példaul az epidermalis
novekedési faktor) és a lipopoliszacharidok is indukalhatjak termel6dését (64, 66). A
hematopoietin csalad tagjaként, a GM-CSF dont6 szerepet jatszik a dendritikus sejtek
érésében; a granulocitdk ¢és makrofagok differencidlodasaban, talélésében €s
aktivalasaban; az NK-sejtek és az alveolaris makrofagok talélésében és
differencialodasaban. Mindemellett azonban szamos jelentés, nem hematopoetikus
funkcioja is van, amelynek segitségével hozzajarul az immunrendszert szabalyozo
gyulladasos valaszok kialakitasahoz (65). Korabbi munkank soran mar bebizonyitottuk,
hogy a Freund adjuvans indukalta gyulladas soran a patkany hashartya mesothel sejtjei
GM-CSF-t termelnek (67, 98) .

A GM-CSF heteromer receptorahoz kotve képes hatasat kifejteni. Ez a receptor
komplex egy ligandumra specifikus, és azt megkotd o alegységb6l (GM-CSFR ),
valamint a szignal transzdukcioért felelds B alegységbdl (GM-CSFR B) all (71, 72),
amelyet szamos hematopoetikus és nem hematopoietikus sejttipus is képes expresszalni

(64, 66), igy példaul a mesothel sejtek is (98).
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Mara mar jol ismertek GM-CSF altal indukalt jelatviteli utvonalak és a
jelatvitelben szerepet jatszo molekulak is. Kevésbé ismert azonban, hogy a jelatviteli
folyamatok beindulasahoz sziikséges-e a receptor internalizacioja. Bar vannak irodalmi
adatok, amelyek a GM-CSF receptor internalizaciojat leirjak (124-127), ezek koziil
néhany arra utal, hogy a jelatvitel kezdeti aktivacidos eseményei a receptor
internalizacidja nélkil is végbemennek. Ezzel szemben korabbi eredményeink
egyértelmiien azt mutattak, hogy ha a receptor dinamin-fiiggd internalizacidjat dynasore
kezeléssel gatoltuk, a GM-CSF kezelés hatasara sem ment végbe a mesothel sejtek
mesenchymalis atalakulasa, és nem expresszaltak a makrofag ED1 markert sem (98).
Ezek az adatok kétségteleniil azt sugalljak, hogy a GM-CSF receptor internalizacidja

elengedhetetlen az EMT-hez vezetd jelatviteli utak beinditasahoz.

Munkank soran tehat elsé 1épésben a szignal transzdukcioért felelés GM-CSF
receptor B expresszidjat vizsgaltuk a mesothel sejtekben a gyulladasos folyamat és a
gyogyulas soran. Eredményeink azt mutattak, hogy a receptor B expresszidja a Freund
adjuvans kezelés hatdsara jelentdsen megnd, a gyulladas indukciojat kdvetd 5. nap utdn

azonban fokozatosan csokken.

Tekintettel arra, hogy el6z6 vizsgalataink eredményei egyértelmiien azt
mutattak, a receptor internalizacioja elengedhetetlentil sziikséges a GM-CSF-indukalta
jelatvitelhez,  vizsgaltuk, milyen uUtvonalon ¢és milyen sejtorganellumok
kozremiikodésével megy végbe az internalizacio. Immuncitokémiai vizsgalataink soran
kiilonb6z6 endocitikus markerek segitségével (cavolin-1, EEA1l, Rab7, Rablla),
kettosen jelolt fagyasztott fél- és ultravékony metszeteken kovettiik nyomon a GM-CSF

receptor B sejten beliili utjat az EMT és a MET kiilonb6z6 idépontjaiban.

Morfologiai és statisztikai kisérleteink soran a receptor 3 €s a caveolin-1 kozti
legmagasabb kolokalizaciot az 1 oras in vitro GM-CSF kezelést kovetden, és a
regeneracio végeztével (11. nap) mértiikk. Ezek az eredmények azt igazoljak, hogy a
GM-CSF receptor P internalizacidja caveolin-medialt endocitdzis révén megy végbe. A
caveolak 50-100 nm atmér6jii, palack alaku, koleszterinben ¢€s szfingolipidben gazdag,
caveolin €s cavin tartalmi plazmamembranrészletek invaginacioi (128-131), és igen

nagy szamban vannak jelen a mesothel sejtek felszinén.
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Fél- és ultravékony metszeteken elvégzett kettds jeloléses immuncitokémiai
viszgalataink egyértelmiien azt mutattdk, hogy a gyulladéas elérehaladtaval receptor 3
egyre nagyobb mennyiségben mutathaté ki EEAl-pozitiv korai endoszémékban. A
legmagasabb kolokalizaciot a gyulladas 3. napjan detektaltunk, amikor szamos korai
endoszoma membranjaban figyelhet6 meg a GM-CSFR [ alegysége. Ezek az
eredmények egyértelmiien azt igazoljak, hogy az internalizalt receptor a caveolakbol a

korai endoszémakba szallitodik.

A korai endoszomak szamos funkciot latnak el a sejtek életében. Fogadjak az Gjonnan
felvett cargot a plazmamembran feldl, az endocitotikus utvonalak f6 osztalyozo és
valogatd allomasai, és kapcsolatban allnak a Golgi-késziilekkel is. Mindemellett
,»szignaling organellumként” is funkcionalnak, scaffold fehérjéik révén ugyanis fizikai
talalkozasi platformot biztositanak a downstream jelativeli partnerek szamara. Tovabba
azaltal, hogy az internalizalt receptorokat intraluminalis vezikulakba csomagolva, kés6i
endoszomakkal a degradacio utjara kiildik, regulalni tudjak a kiilonboz6 jelatviteli
mechanizmusokat (105, 132). A korai endoszomak nemcsak a klasszikus, clathrin-
medialt endocitozis utjan fogadnak vezikulakat, hanem kapcsolatban allnak szamos
mas, clathrin-fiiggetlen utvonallal is, beleértve a caveolin-, ARF6- és GEEC-fiiggd
endocitotikus folyamatokat is (107, 133).

Ismeretes, hogy az endocitozissal felvett cargo a korai endoszomakbol
reciklizdlo vagy kés6i endoszomakba is keriilhet. A reciklizald6 endoszomak révén az
internalizalodott anyag - gyakran receptor - visszakeriil a plazmamembranra. A masik Gt
a korai endoszomak érésével keletkez6 kés6i endoszomak felé vezet, amelyek
lizoszomakkal fazionalva biztositjak a sejtekbe jutott cargo lebontasat (107). Annak
érdekében, hogy nyomon kovessiik a GM-CSF receptor  tovabbi, sejten beliili utjat,
kolokalizacids immuncitokémiai vizsgalatokat végeztiink a receptor B és késdi (Rab7),
valamint a reciklizal6 (Rabl1a) endoszomalis markerekkel. A Rab csalad tagjai, mint a
Rab7 és a Rablla GTP-az fehérjék, a transzportvezikulak egyik legfontosabb azonositd
fehérjéi, és mind az endocitotikus, mind a szekrécids utvonalak mester regulatorai (107,

134, 135).

Habar a kontroll mesothel sejtek csak kis mennyiségben expresszaljadk a GM-

CSF receptor B alegységét, ezek a receptorok mar ekkor jelen vannak reciklizalo és
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késdi endoszomakban is, jelezvén, hogy a kontroll sejtekben egy normal, egyensulyi
allapotot fenntartdo endocitotikus ciklus zajlik, amelyben a recpetorok egy része
reciklizal, masik része lebomlik. Az in vitro indukalt EMT soran a kolokalizacio
mértéke jelentésen csokken, de tobb GM-CSF receptor P alegység mutathato ki a késoi
endoszomakban. A Freund adjuvans indukalta gyulladas 3. napjan ez az arany azonban
megfordul, a mesothel sejtek citoplazmajaban joval nagyobb szamban vannak jelen
receptor B- és Rablla-pozitiv reciklizald endoszomak, mint kettOsen jelolt késoi
endoszomak. Ezek az adatok egyértelmlien arra utalnak, hogy a gyulladas ezen
idépontjaban jelentdsebb mennyiségili receptor keriil vissza a plazmamembranra, ezaltal
egy ujabb endocitikus ciklusban vehet részt, fenntartva ezzel az EMT folyamatat. Az 5.
napon ismét egyensulyi allapotban van a receptor P reciklizacidja és degradacioja.
Amikor azonban kezdetét veszi a regeneracio (8. nap), joval tobb kettds-jeldlt, receptor
-t is tartalamozo késoi endoszoma figyelhetdé meg a mesothel sejtekben, jelezvén, hogy

az internalizalddott receptor degradacidja megkezdddott.

Attol fiiggden, hogy a GM-CSF receptor aktivacidja soran szerin vagy tirozin
aminosavon foszforilalédik, a GM-CSF éltal indukalt jelatviteli utvonalak nagyon
valtozatosak lehetnek. Irodalmi adatok azt mondjak, hogy az exogén GM-CSF
koncentracidja erdsen befolyasolja azt, hogy a receptor B szerinen vagy tirozinon
foszfoszforilalodik (72). A legismertebb GM-CSF altal aktivalt jelatviteli utak a MAPK,
a PI3BK-Akt-mTOR, az NFkB és a JAK-STAT utvonalak (73). Tekintettel arra, hogy
irodalmi adatok szerint a JAK2-STATS jelatvitel képes EMT-t indukalni (136),

munkank soran ezt a jelatviteli mechanizmust vizsgaltuk.

A tirozin kindz receptorokkal ellentétben, a GM-CSF receptornak nincs belsd,
ugynevezett ,,intrinsic” tirozin kinaz aktivitdsa, ezért a késObbi transzdukcios
lépésekhez elengedhetetleniil sziikséges, hogy a receptor P alegységéhez tarsuljon a
kinaz aktivitasi JAK2. A receptorhoz asszocialt JAK2 képes transzfoszforilalni a 3
receptort, amely azutan indukalja a jelatviteli folyamatokat (72). A GM-CSF ligand
kotoédése receptorahoz a JAK2 aktivacidjahoz, foszforilaciojahoz vezet, amely nemcsak

a receptort, hanem a downstream STATS5 faktort is foszforilalja.

A STAT transzkripcios faktorok szdmos citokin, hormon ¢s ndvekedési faktor

altal stimulalt intracellularis jelatviteli utvonal nélkiilozhetetlen résztvevéi (137). A
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STATS faktornak 2 izoforméja létezik, a STATSA ¢és STATSB, amelyeket két
kiilonb6z6, de szorosan kapcsolt gén kodol humanban (a 17-es kromoszoéman) és
ragcsaloban is (a 11-es kromoszoéman) (138-140). Aminosav szekvencidjuk mintegy
91%-ban megegyezik, csak az amino- és a karboxi-terminalis régidik eltéréek (139,
141). A STAT fehérjék egy konzervalt pozicidban 1évé tirozinjanak foszforilacioja
elengedhetetleniil sziikséges transzkripcios aktivitasukhoz, ez a foszforilacidés esemény
valtja ki dimerizacidjukat, ez sziikséges nuklearis transzlokaciojukhoz, és ez biztositja
kotodésiiket a STAT specifikus promoéter szekvenciakhoz. A STAT fehérjék SH2
doménjiik révén kotédnek a tirozinon foszforilalt citokin receptorokhoz, majd a Janus
kindzok magukat a STAT fehérjéket is foszforilaljak egy konzervalt, C-terminalison
1év6é tirozin aminosavon. A foszforilalt, aktiv STAT-ok ezutan disszocialnak a
receptorrél, és homo- vagy heterodimert képezve azonnal belépnek a sejtmagba, ahol
specifikus DNS-szekvenciakhoz kotédnek, és szabalyozzak a célgének transzkripciojat
(142). A STAT fehérjék mindemellett szerin aminosavakon is képesek foszforilalodni,
amely kiegészitheti transzkripciés mikodésiiket (109, 143). Ezek a foszforilacios
események eltérd jelatviteli utak eredményeként kovetkeznek be, és dontd jelentdségiliek

a STAT faktorok aktivalasaban, transzkripciot regulalod funkciojuk ellatasaban (109).

Tekintettel arra, hogy a STAT5 a GM-CSF jelatvitel egyik kulcseleme, munkank
kovetkezd 1épésében ezen transzkripcios faktor kiilonbozé aminosavakon foszforilalt
formainak expresszios €s lokalizacids valtozasait vizsgaltuk a gyulladés és a gydgyulas
alatt. Immuncitokémiai és Western blot eredményeink azt mutatjak, hogy a STATS5
tirozinon foszforilalt, aktiv form4ja kis mennyiségben mar a kontroll mesothel sejtekben
IS azonosithatd, expresszidja jelent6sen megné a gyulladas 3. napjan, és ebben az
idépontban nagy mennyiségben detektalhato a sejtek citoplazma és magfrakciojaban is.
Az 5. napon expresszios szintje mérséklodik, majd a regeneracié elérehaladtaval (8. és
11. nap) drasztikusan csokken, és kis mennyiségben csak a mesothel sejtek
sejtmagjaban mutathatd ki. Annak bizonyitdsara, hogy a GM-CSF receptor
internalizacioja valoban elengedhetetlen a GM-CSF altal indukalt jelatviteli folyamatok
lejatszodasahoz, a receptor internalizaciojat dynasore-ral gatoltuk, és vizsgaltuk a
tirozin-foszforilalt STATSA expressziojat dynasore-ral és GM-CSF-fel kezelt (in vitro)
tuléld hashartya tenyészetek mesothel sejtjeiben. Ha a GM-CSF receptor B dinamin-

fliggé endocitozisat dynasore kezeléssel gatoljuk, a mesothel sejtekben nem
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detektalhat6 aktiv, p-STATS5A. Ezek az eredmények egyértelmiien azt igazoljak, hogy a

GM-CSF jelatviteléhez a receptor B internalizacidja elengedheteleniil sziikséges.

Ismert ugyan, hogy a STATS transzkripciés mikodését eldsegiti szerinen valo
foszforilacidja (109), ezen foszforilacio pontos bioldgiai jelentdsége azonban még nem
teljesen tisztazott. Irodalmi adatok igazoljak, hogy a STATS konstitutiv aktivalasa
eredményeznek. Jol ismert az is, hogy a STATI és STAT3-t6l eltéréen a STATS
faktorok nem szubsztratjai az ERK fehérjéknek, igy aktivalasuk valdsziniileg eltér a
tobbi STAT fehérjétol. Szamos mas kinazrol tudjuk viszont, hogy képesek szabalyozni
a STATS5A izoformajanak szerinen vald foszforilaciojat, beleértve a ciklin-fiiggd
kinazokat, a stressz kinazokat és a Pim-kinazokat (143). A STATSA ¢és STATSB
szerinen foszforilalt formajanak vizsgalata soran szignifikans kiilonbséget csak a
kontroll mesothel sejtekben detektaltunk, mivel p-STATS5B a kezeletlen sejtekben még
nem expresszalddik. A Freund adjuvans kezelést kovetden azonban mindkét izoforma
szerinen foszforilalt formaja végig jelentds mértékben expresszalodik még a regeneracio
ideje alatt is. Az azonban, hogy milyen tipusu kinazok és regulator molekulak felelések
a STATSA és B transzkripcios faktorok szerinen torténd foszforilacidjaért, és mi a

bioldgiai jelentéségiik a mesothel sejtekben, még nem ismert.

A jelatviteli utak 4ltalaban nem csak egyszeriien lecsengenek, hanem létezik egy
vagy tobb negativ regulator molekula, amely segiti a jelatviteli folyamat leallitasat. A
SOCS fehérjék csaladja a JAK-STAT tutvonalon keresztiil fellépd gyulladasos citokinek
gatlo molekuldi. A human genomban kodolt 8 SOCS fehérje koziil (SOCS1-7 és a CIS)
mindegyik tartalmaz olyan konzervalt régiokat, amelyek segitségével tobb ponton is
tudjak gatolni a citokin-JAK-STAT jelatviteli utvonalakat (110, 111, 142). Centralis
SH2 doménjiik révén képesek kotddni a tirozinon foszforilalt kinazokhoz és citokin
receptorokhoz, elfoglalva azokat a kulcsfontossagli szubsztrat-koté helyeket, amelyek
normal esetben biztositjak a downstream partnerek aktivalasat, ily modon blokkolni
tudjak a késébbi foszforilacios folyamatokat. A masik kulcsfontossagli szabalyozo
régiojuk a C-terminalison talalhatd, ugynevezett SOCS-boksz, amely az elongin B/C
komplexhez asszocidlva a Cullin5 toborzasan keresztill katalizalja a tirozinon
foszforilalt jelatviteli molekuldk (kinazok és receptorok) ubiquitinilalasat, és degradativ

utvonalra terelését (110, 111). A csalad leghatékonyabb tagja a SOCS1, amely az
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immunvalasz kialakitasaért felelés szamos citokin elsddleges szabalyozoja (110). A
SOCS1 kinaz gatldé doménje (KIR domén) nagy specifitassal képes megcélozni a
kinazok szubsztrat-koté helyeit, ily médon kdzvetleniil is gatolni tudja a JAK1, JAK?2 és
TYK2 nem-receptor tirozin kinazok katalitikus aktivitasat, ezaltal blokkolja a kés6bbi
foszforilacios folyamatokat a jelatvitelben (110). Immuncitokémiai eredményeink
igazoltak, hogy meglep6 modon a kontroll és kezelt mesothel sejtekben is
expresszalodik a SOCSI, eloszlasa diffaz. A gyulladas 3. napjan expresszidja azonban
csokken, jelezvén, hogy eckkor a GM-CSF jelatvitel nem gatolt. Mindez azt is
magyarazza, hogy miért ekkor a legmagasabb a JAK altal tirozinon foszforalt STATSA
transzkripcios faktor expresszioja. A gyulladas csticspontjaban, és azt kovetéen (5.-8.
nap), amikor egy nagyon diffuz és intenziv SOCS1 expressziot detektaltunk a mesothel
sejtekben, jelentésen csokkent a STATSA tirozinon foszforilalt formajanak expresszios
szintje, ami azt jelzi szdmunkra, hogy a SOCS1 a JAK2 kindz aktivitasat gatolva
represszalta a STATS foszforilaciojat, ezzel a jelatvitelt is. A SOCS1 vizsgalata soran
kapott eredményeink valaszt adhatnak a GM-CSF receptor B expressziojanak
valtozasaira is. Tekintettel arra, hogy a SOCSI1 a tirozinon foszforilalt kindzokat és
citokin receptorokat is a fent emlitett mechanizmussal ubiquitin-medialt degradaciora
tudja kiildeni, feltételezhetd, hogy a mi rendszeriinkben is szerepet jatszik a GM-CSF
receptor B degradativ tUtvonalra terelésében, amelynek eredményeként csokken a
receptor [ expresszids szintje. Bar néhany kutatocsoport szerint a GM-CSF receptor
lebontasa proteaszomakban zajlik (144), a mi kisérleti adataink egyértelmiien azt
igazoljak, hogy a receptor  lebontédsa a klasszikus, korai-késo1 endoszoma, lizoszéma

utvonalon keresztiil megy végbe (38. abra).
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38. abra. A GM-CSF receptor B internalizacioja, intracellularis eloszlasa és a
receptor indukalta jelatvitel az EMT és a MET soran a mesothel sejtekben. A
gyulladds okozta EMT soran a GM-CSF receptor B caveoldk kozremiikodésével
internalizalodik a mesothel sejtekben. A gyulladas korai idépontjaiban a GM-CSFR
korai endoszomakba szallitodik, ahol az EMT-hez sziikséges jelatviteli folyamatok
végbemennek. A korai endoszomdk fizikai platformot nyujtva biztositjak, hogy az
aktivalt receptor P tovabbitsa a jelatvitelt, és indukalja a JAK2-medialta STAT5A
foszforilaciot. A STATSA aktivalodasa utan dimereket képezve bejut a sejtmagba, és az
EMT specifikus célgének expresszidjat szabalyozza. Amig a gyulladas fennall, jelentds
a receptor reciklizcidja a plazmamembranra. Majd a gyulladas eldrehaladtaval, a
gyogyulas megindulasaval (MET) a receptor egyre inkabb késéi endoszoémakban
detektalhatd, jelezvén, hogy a gyulladas lecsengésével parhuzamosan megindul a GM-
CSFR P degradacigja. Ha a jelet kozvetito GM-CSF receptor B degradalodik,
megindulhat a mesothel sejtek regeneracioja (MET) autofagia révén. A SOCS1 - a GM-
CSF jelatvitel negativ szabalyozoja - is jelen van a rendszerben. (A kozvetlen
szabalyozast folyamatos nyilak jelzik, a kozvetett szabalyozast szaggatott nyilak jelzik.
Kékessziirke nyilak mutatjak az endocitdzis 1épéseit, a vilagoszdld nyilak jelzik a
reciklizacios 1épéseket, a piros nyilak pedig a degradacios utvonalat jelolik).
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ey

folyamatokat vizsgaltuk. Korabbi morfologiai és morfometriai vizsgdlataink azt
mutattdk, hogy a gyulladés alatt a hamsejtek térfogata, sejtalkotdik szdma drasztikusan
megnd, a gyodgyulas beindulasaval viszont fokozatosan csokken (36). A folyamat
végeredményeként, a Freund adjuvans injektalasat kovetd 11. napra a mesothel sejtek
visszanyerik eredeti, lapham sejtekre jellemz6 méretiiket és morfologidjukat (36). Ezen
folyamat soran jelent6s szamu autofag sejtalkotot figyeltiink meg a mesothel sejtekben.

Arra kerestiik tehat a valaszt, hogy az autofagia szerepet jatszik-e a mesothel sejtek

crer

Az autofagia kontrolldlja ¢és segiti a sejtek sajat organellumainak,
komponenseinek lebontasat (80, 145), kulcsszerepet jatszik a szovetek ujjaépitésében, a
cellularis homeosztazis fenntartasaban (79), a gyulladasos folyamatokban, az
immunitasban és a sejtes stresszvalasz kialakitasaban is (80-82). Elézetes morfoldgiai
¢és morfometriai eredményeink azt mutattak, hogy a gyulladast kovetd regeneracid soran
az eredeti lapham fenotipus visszaallitasaban (MET), a progressziv autofagia nagy
jelentdsséggel bir a sziikségtelen sejtalkotok €s citoplazmatikus komponensek, fehérjék
eltavolitasaval. Munkam célja tehat az autofagia molekularis hatterének részletes
feltérképezése volt. Immuncitokémiai és Western blot vizsgalatokkal kovettiikk nyomon
az autofagia szabdlyozasdban kozvetve és kozvetlenill szerepet jatszo faktorok, a
Beclin-1, LC3B, Akt/p-Akt, mTOR/p-mTOR expressziojat a gyulladas és a gyogyulas
kiilonb6z6 id6pontjaiban. Az autofagoszomak érése tobblépcsés folyamat, amelyben
komolyan részt vesznek az endocitotikus atvonal sejtorganellumai, a korai és a késoi
endoszomak is (86, 87, 91, 92). Ennek fényében vizsgaltuk azt is, hogy az autofag
setjalkotok szamanak drasztikus novekedése egyiitt jar-e ezen endocitotikus
sejtorganellumok  szdmanak  novekedésével. A kérdés  megvalaszolasara
immuncitokémiai és biokémiai vizsgalatokat végeztiink a korai (EEA1) és késdi (Rab7)
endoszomak jellegzetes markereivel. Altalanosan elfogadott tény, hogy a Rab7 nem
csupan egy kés6i endoszomalis marker, hanem fontos szerepet jatszik az
endoszomak/lizoszomak ¢és az autofag sejtorganellumok kozotti fuzids események

szabalyozasaban is (119, 120).

Eredményeink azt igazoltak, hogy az EEA1 és a Rab7 is jelentds mennyiségben

expresszalodik a mesothel sejtekben mind az EMT, mind a MET soran, jelezvén, hogy a
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korai és késdi endoszomak is nagy mennyiségben vannak jelen a sejtekben, és igy

biztositani tudjak az intenziv autofagia folyamatat.

A Beclin-1 a csak BH3 domént (Bcl-2 homologia domén) tartalmazo,
ugynevezett BH3-only fehérjék csoportjaba tartozik, és szdmos feladattal bir a sejtek
¢letében. Részt vesz a programozott sejttilélési folyamatokban és az apoptdzis
kitlintetett funkcioja azonban az autofagia szabalyozasa. A lipid kinaz Vps34 fehérje
komplex (Beclin-1-Vps34-Vps15) tagjaként, ugyanis kulcsszerepet jatszik az autofagia
indukalasaban a kezdeti nukleacios ¢és elongacios 1épések eldsegitésével (114).
Mindezek alapjan a Beclin-1 gyakran hasznalt marker az autofagia tanulmanyozasa
soran. Immunocitokémiai és Western blot vizsgalataink azt mutattak, hogy a gyulladas
korai stadiumaban (3. nap) a Beclin-1 expresszidja szignifikansan megemelkedett,
jelentds volt még az 5. napon is, majd a 8. naptol kezdve fokozatosan csokkent. Ezek az
eredmények Osszhangban vannak kordbbi morfometriai megfigyeléseinkkel, mivel a
Beclin-1 expresszidja koveti az autofag vakudlumok szambeli valtozasait a mesothel
sejtekben. Fontos tovabba megjegyezni, hogy egy alap Beclin-1 expresszio, még nem
képes autofagiat indukalni (115), valamint szamos interakci6 révén, mas kofaktorokkal
egylitt beleszolhat sok egyéb folyamatba, példdul az autofagoszomak/endoszomak

érésébe is (114).

Az LC3 az ¢lesztd Atg8 fehérje emlds homologja, és az autofagia folyamataban
szerepl6 egyik ubiquitin-szerii protein konjugacios rendszer nélkiilézhetetlen eleme. Az
Atgl12 mellett, az Atg8/LC3 az az ubiquitin-szeri molekula, amely szerepet jatszik az
autofagoszomak formalasaban, biogenezisében (146), éppen ezért igen hasznos markere
az autofagianak. Az Atg8/LC3 konjugacios rendszere a citoszolikus forméabol membran-
kotott format képez, amely mind a fagoforok, mint az autofagoszomak membranjan
megtalalhat6. A citoszolikus Atg8/LC3 (LC3-1) C-terminalis végét az Atg4 cisztein
proteaz hasitja le, igy az hozzaférhetévé valik az Atg7 (E1l-szer(i aktivald enzim) és az
Atg3 (E2-szerli konjugalo enzim) szamara, amelyek a membran egyik komponenséhez,
a foszfatidil-etanolaminhoz konjugaljak az Atg8-at/LC3-at, igy jon létre a lipidalt,
membran-kotott forma (LC3-11) (146, 147). Az anti-LC3B ellenanyaggal végzett
biokémiai vizsgélataink eredményei egyértelmlien azt mutattdk, hogy a membranhoz

kotott és a citoszolikus LC3B mennyisége forditottan valtozott az id6 elérehaladtaval:
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ahogyan felgyorsult és egyre intenzivebbé valt az autofag lebontas, ugy emelkedett meg
a citoszolikus LC3B-I szintje, mig a membran-kotott, lipidalt LC3B-11 szintje eleinte
csokkent, majd teljesen el is tiint a kezelés utan 8 nappal. Amikor az autofagoszomak
lizoszomakkal fazionalva 1étrehozzak az autolizoszomakat, bels6 komponenseik végleg
lebomlanak. A folyamat velejardja tehat, hogy az autofagoszomak belsé membranjahoz
kotott LC3B-1I molekuldk is lebontasra keriilnek. igy az LC3B-1I mennyiségének
valtozasa, lizoszomalis ,,turnovere” jol tiikrézi az autofagia intenzitasat a sejtekben

(116-118).

Altaldnosan elfogadott tény, hogy mig a III. osztilyba tartozé foszfatidil-
inozitol-3 kinaz a Beclin-1-el és mas Atg fehérjékkel egyiitt egy autofagiat eldsegito,
proautofag komplexet formal, addig a jol ismert 1. osztalya PI3K az Akt-mTOR utvonal
aktivalasan keresztiil gatolja az autofagiat, ezért igen fontos szerepet jatszik az autofag
folyamatok negativ szabalyozasaban (112, 148). A szerin/treonin protein kinaz Akt
vagy masnéven PKB (protein kinaz B), mint a PI3K downstream effektora, kiilonb6z6
extracellularis jelek, példaul novekedési faktorok és citokinek hatasara szamos
sejtélettani folyamatot képes befolyasolni (149, 150). Az Akt aktivalodasa az aktivacios
hurokban 1év6 308-as treonin (Thr308), és a C-terminalis hidrofob motivumban helyet
foglald 473-as szerin (Ser473) foszforilacidjat jelenti. Irodalmi adatok szerint a Thr308
foszforilacids mintdzata sokkal jobban modellezi az Akt kinaz aktivitasat, mint a Ser473
(151), ezért mi is ezt vizsgaltuk. Az mTOR, amely szintén egy Sszerin/treonin kinaz, két
kiilonb6z6 komplexet is 1étre tud hozni a sejtekben, az mTOR komplex 1-et (NTORCL1)
és az mTOR komplex 2-t (INMTORC2) (152, 153). Aktivacidja szempontjabol az mTOR
molekulaban harom foszforilacios hely (S2448, S2481 és T2446) van hatassal a késobbi
szignalizacios eseményekre (154). Ezek koziil az S2448 foszforilaciojat az Akt
medialja, ezért munkank soran mi ezt a format tanulmanyoztuk. A PI3K-Akt jelatviteli
tengely kozponti downstream komplexe az az mTORCI, amely az extra- ¢s
intracellularis jeleket integralva, az egyik legfébb szabalyozdja a novekedést, a
proliferaciot, az anyagcserét és a talélést iranyitd folyamatoknak (152). Mindezen feliil
az autofagia egyik f6 regulatora is, mivel aktivalodasat az energia, az oxigén szintje, a
novekedési faktorok és a tapanyagok befolyasoljak a sejtekben (152, 153). Ha ugyanis

tapanyagok (vagy energia) nem allnak rendelkezésre a sejt szamara, a sejtalkotok és
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fehérjék autofagian keresztiil torténd lebontasa elegendd biologiai anyagot biztosit az

anabolikus folyamatok (fehérjeszintézis és az energiatermelés) fenntartasahoz (152).

Az mMTORC], - tovabbiakban csak mMTOR — gatlasa, inaktivalasa fokozza az
autofagiat; mig aktivalasa, foszforilacioja féken tartja és gatolja az autofag folyamatokat
(152, 155). Fontos azonban megjegyezni, hogy egy alap mTOR aktivitas sziikséges a
sejtek taléléséhez (115). Munkank soran mind immuncitokémiai, mind Western blot
vizsgalatok segitségével igazoltuk, hogy a progressziv gyulladas ideje alatt az aktiv p-
Akt és p-mTOR jelentés mértékben expresszalodott a mesothel sejtekben, igy az
intenziv autofagiat meg tudtak fékezni. Mivel az Akt upstream regulatora az mTOR-
nak, igy érthet6, hogy aktivalodasa is korabban kovetkezett be, mint az mTOR
fehérjének. A gyulladas 3. napjan, amikor a foszforilalt Akt szintje elérte a
maxumimumot, a p-mTOR szintje is jelentdsen megnétt, majd kdvetve a szignalizacid
dinamikajat, fokozodott egészen az 5. napig. Ezt kovetéen, a gyulladas cstcspontja
utan, amikor a p-Akt, és ennek kovetkeztében a p-mTOR aktivitasa is lecsengett,
expresszidjuk drasztikusan lecsokkent, az autofag vakudlumok szama pedig
szignifikansan nott; jelezvén, hogy a negativ regulatorok inaktivalasaval az autofagia

felszabadult a gatlas aldl, és beindulhatott az intenziv autofag lebontas.

Mindezek utan felmeriilt az a kérdés, hogy melyek azok a faktorok, amelyek
egylittesen Szabalyozzak, szinkronizaljdk az EMT, a MET ¢és az autofagia folyamatat a
mi rendszeriinkben. JOl ismert, hogy a PI3K-Akt utvonalat novekedési faktorok és
citokinek is aktivalhatjak (149, 150). Korabbi munkak soran sikeriilt kimutatni, hogy a
Freund adjuvans altal kivaltott gyulladas soran a TGF-3 expresszidja jelentdsen megnott
a hasiiregben (9, 96). Mara mar altalanosan elfogadott, hogy a kanonikus Smad2/3
utvonal aktivalasaval a TGF-p az EMT egyik f6 szabalyozdja (45), azonban szamos mas
jelatviteli titvonal segitségével, kozvetett modon is képes hatasat kifejteni, példaul, az
mTORC2 komplexen keresztiil aktivalni tudja a PI3K-Akt-mTOR utvonalat (156, 157).
A TGF-B-nak tehat kettds hatdsa van: plazmamembran receptorain keresztiil indukalja
az EMT folyamatat, ugyanakkor kozvetett titon, a PI3K-Akt utvonal aktivalasaval
gatolhatja az autofagiat is a mesothel sejtekben (36). Ha azonban caveolakkal
internalizalodnak a TGF-f receptorok - a gatlé Smad7 expresszidja révén - (96, 158), a

jelatvitel megszakad, és a TGF-B EMT-t indukal6 hatdsa megsziinik.
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Szamos irodalmi adat bizonyitja, hogy az autofagia szabalyozisa nagyon
komplex folyamat, amelyben sok tényez6 jatszik szerepet. Tekintettel arra, hogy
munkank soran a GM-CSF hatasat tanulméanyoztuk, 0sszefiiggést kerestiink a GM-CSF
expresszioja, jelatvitele és az autofagia-medialt regeneracio kozott a mesothel sejtekben.
Jol ismert, hogy a GM-CSF nem csupan a STAT utvonalat aktivalja, hanem a JAK2
downstream effektoran keresztiill szdmos mas jelatviteli mechanizmust is képes
beinditani (72). Az autofigia szempontjabol talan a legfontosabb, hogy a JAK2
foszforilalhatja a PI3K szabalyozo alegységét, amely stimulalja kinaz miikodését. Ez az
aktivacio pedig az Akt-mTOR tutvonal indukalasahoz vezet (73), amely azt jelenti, hogy
a GM-CSF - a TGF-B-hoz hasonldéan -, receptora jelenlétében, a PISK-Akt-mTOR
utvonal aktivalasan keresztiil szabalyozza az autofagia folyamatat. Irodalmi adatok
vannak mar arra vonatkozoan is, hogy a GM-CSF az mTOR jelatvitel aktivalasan
keresztiil indukalja a makrofaggd torténd differenciacidt, és ezzel egylitt gatolja az
autofagiat (159). Ha azonban a GM-CSF receptor P az internalizacio utdn a
lizoszémakban degradalodik, a downstream elemek inaktivalodnak, a gyulladas lecseng,

igy az autofagia - felszabadulva a gatlas alol - felgyorsul, és eldsegiti a mesothel sejtek

crer

A kovetkez6 kérdés az volt, hogy milyen kornyezetb6l érkezd, extracellularis
vagy intracellularis, esetleg a mesothel sejtek altal termelt szignal segiti a regeneraciot
az autofagia mellett, és forditja vissza az EMT folyamatat. Irodalmi adatokbol ismert,
hogy mig a TGF-p az EMT induktora, addig a BMP fehérjék leginkabb MET-et idéznek
el6 (56, 57, 121, 122). Ezért munkank kovetkez6 1épésében azt vizsgaltuk, hogy a BMP
kisérlet és irodalmi adat tdmasztja ala, hogy a BMP7 az egyik leghatékonyabb induktora
a MET-nek, és gatloja az EMT-nek (121, 122, 160). Az azonban kevésbé ismert, hogy a
BMP4 is képes MET-et indukalni (161), sot, e két faktor heterodimerje (BMP4/7)
példaul joval hatékonyabban miikddik embriondlisan, a mesoderma indukcidja soran,
mint homodimerjeik (162). Ennek fényében immuncitokémiai ¢és biokémiai
modszerekkel tanulméanyoztuk, hogy a mesothel sejtekben termelddik-e BMP4 és
BMP7, és expresszaljak-e a BMP ligand specifikus Il-es tipusu receptort. Western blot
vizsgalataink soran kapott eredményeink azt mutattdk, hogy a Freund adjuvans

injektalasat kovetd 3. napon mar jelentds mennyiségben expresszalodott a BMP4 a
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mesothel sejtekben, expresszidja az 5. napon érte el maximumat. Ezt kovetden, a
gyogyulas beindulasaval mennyisége kissé ugyan csokkent, de a mesothel sejtek még a
11. napon is expresszaltadk. A BMP7 ezzel szemben olyan kevés mennyiségben
expresszalodott a mesothel sejtekben (3. és 5. nap), hogy biokémiai modszerrel nem is
volt detektalhato. Ezért megnéztiik, hogy a peritoneélis mos6folyadékban kimutathato-e
a BMP7, a MET egyik legfontosabb induktora. Western blot vizsgalataink soran mar a
kontroll mintaban is detektalhatd mennyiségben volt jelen BMP7. Szintje fokozatosan
nétt a Freund adjuvans indukalta gyulladas soran (3. és 5. nap), majd a gyulladas 8.

napjan, amikor a mesothel sejtek regeneracioja elkezdddott, elérte maximumat.

Az aktiv BMP ligandok egyszeres transzmembrdn doménnel rendelkezd
szerin/treonin  kinaz receptorokon (BMPR-I ¢és BMPR-II) keresztiil indukalnak
jelatviteli utakat (50). Ezen receptoroknak szamos altipusa létezik, amelyek koziil
munkank soran azzal a II-es tipusu receptorral (BMPR2) dolgoztunk, amelyrdl ismert,
hogy specifikusan csak BMP tipusu ligandumot tud kotni (51, 53). Vizsgalataink soran
azt talaltuk, hogy a kontroll mesothel sejtek csekély mennyiségben expresszaltak a
BMPR2-t, majd a Freund adjuvans kezelést kovetden expresszidja fokoztason nott
egészen a regeneracid végéig, a 11. napig. Vizsgalataink eredményei alapjan
megallapithatjuk, hogy a mesothel sejtek mar a gyulladas korai stadiumaban termelik a
BMP4-et, és expresszaljak az azt megkotni képes BMPR2-t, jelezvén, hogy a sejtek egy
auto/parakrin szabalyozas révén valodszinilisithetden mar ekkor probaljak kompenzalni a
progressziv EMT-t indukal6 faktorok (TGF-p, GM-CSF, stb.) hatasat. Vizsgalataink
soran az is egyértelmlien kideriilt, hogy a mesothel sejtek nem, vagy csak alig
detektalhatd mennyiségben termelik a BMP7-et, de mivel a hasiiri folyadékban ez a
fehérje nagy mennyiségben kimutathatd, feltételezziik, hogy mas kotdszoveti sejtek
termelik €s szekretaljak a hasiiregbe, a gyulladasos folyamat eldrehaladtaval egyre
nagyobb mértékben. A mesothel sejteken a BMPR2 expresszioja hasonléoan novekvo
tendenciat mutat. Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az EMT-t indukalo
faktorok lecsengése, és az egyre nagyobb mennyiségben expresszalodo BMP7 valamint

BMPR?2 jelenléte a MET folyamata felé billenti a mérleg nyelvét, igy segiti a mesothel

crer

Végezetiil annak bizonyitasara, hogy az autofagia valoban kulcs szerepet jatszik

a mesothel sejtek gyogyulasaban, és eredeti lapham morfologiajuk visszaallitasaban,
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vizsgaltuk az autofagiat gatld bafilomycin Al jelenlétében a regeneracié folyamatat. A
bafilomycin Al az egyik leggyakrabban hasznalt, ¢és igen jol bevalt gatloszere az
autofagianak. Képes megakadalyozni az autofagoszomak és lizoszomak kozti fuziot,
valamint gatolja az endoszoémak, lizoszomak savasodasat is, amellyel felboritja az
autofag flux dinamikajat (163-165). In vivo kisérleteinkben bafilomycin Al
intraperitonedlis injektalasdval akadalyoztuk meg tehat az autofag lebontast, és
morfoldgia vizsgalatokkal kovettiik nyomon az autofagia és a regeneracié folyamatat a
bafilomycines kezelések utan. Mind fény-, mind pedig elektronmikroszkopos
felvételeinken jol lathatd, hogy a bafilomycin kezelés (2 és 4 6ra) 6nmagaban nincs
kezeletlen hashartya mesothel sejtjeiéhez. A Freund adjuvans kezelést is kapott allatok
hashartyajanak mesothel sejtjein azonban bafilomycin kezelés hatasara drasztikus
morfoldgiai és szerkezeti valtozasok figyelhetéek meg. A Freund adjuvans injektalasat
kovetd 3. €s 5. napon vizsgalt, bafilomycin kezelést is kapott allatok mesothel sejtjeinek
Osszehasonlitasa soran szignifikans kiilonbségeket nem talaltunk, de az id6
elérehaladtaval a mesothel sejtek egyre jobban és nagyobb mértékben mutattdk az
apoptozisra jellemzd, jellegzetes morfologiai elvaltozasokat (166). A sejtek
vakuolizaltsaganak mértéke fokozodott, egyre tobb ¢és nagyobb citoplazma maradvany
hasitodott le roluk, a sejtmag kromatinjanak kondezacidja is egyre markansabb volt. A
Freund adjuvans injektalast kovetd 8. napon, az egyszeres ¢s a kombinalt bafilomycin
kezelést kapott csoportok mindegyikénel egyértelmiien lathato volt, hogy a mesothel
sejtek az autofagia gatlasanak kovetkeztében apoptdzis utjan elpusztulnak. A
regeneracié jeleit még csak nyomokban sem lehetett megfigyelni egyik vizsgalati
csoportban sem. Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a mesothel sejtek jelentésen
vesztettek méretiikb6l, zsugorodtak, a bleb képzddés jelei egyértelmiien latszodtak, a
citoplazma vakuolizaltsaganak mértéke stlyosbodott. A sejtek citoplazmajaban a
szekrezetliket vesztett sejtorganellumokon kiviil csak a le nem bontott tormelék denz
maradvanya volt megfigyelhetd. Erett, lebontast végz, savas autolizoszomat még csak
nyomokban sem tudtunk felfedezni benniik. Sejtmagjukban a magvacska szétesett, a
kromatin marginalis kondenzacidja pedig igen latvanyos volt. A négy, bafilomycinnel
kezelt, és a gyulladas 8. napjan vizsgalt allatcsoport koziil a legstilyosabb morfoldgiai

elvaltozasokat abban a két csoportban talaltunk, amelyek 4 napon keresztiil, illetve az 5.
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¢és a 6. napokon kaptak a bafilomycin Al kezelést; abban az iddintervallumban, amikor
az autofagia éppen felszabadult volna a kiilonbozo jelatviteli Gtvonalak, és az inhibitor
molekulak gatlasa aldl, és az intenziv lebontasi folyamat beindulhatott volna.
Eredményeink alapjan  egyértelmiien megallapithatjuk, hogy az autofagia
nélkiilozhetetlen, kulcsfontossagu szerepet jatszik a gyulladas utani regeneracioban
(MET), gatlasaval pedig a gyulladasban 1évé mesothel sejtek apoptozis utjan
elpusztulnak (39. abra).

A GM-CSF BMP4, BMP7
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39. abra. Az EMT és az autofagia inverz szabalyozasa a mesothel sejtekben. (A): A
gyulladds ideje alatt - a GM-CSF ligand jelentlétében - a GM-CSF receptor
internalizacidja aktivalja a JAK2-STATS ttvonalat, amely indukélja a mesothel sejtek
mesenchymalis/makrofag atalakulasat (EMT). A JAK2 alternativ utvonalakat is képes
elinditani, példaul az Akt-mTOR jelatvitelt, amely gatolja az autofag folyamatokat.
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(B): A GM-CSF hianya, illetve az endocitozissal felvett receptor p degradacidja - a
SOCS1 kozremiikodésével - a downstream elemek (JAK2, STATS) inaktivalasdhoz és a
jelatviteli mechanizmus leallasahoz vezet, amelynek eredményeként lecsengenek az
EMT-t indukald hatdsok. Az alternativ utvonalak sem aktivalodnak, az Akt-mTOR
utvonal is gatlodik, az autofagia pedig - felszabadulva a negativ regulalas alol - elindul,
MET-et indukalé hatasukat a BMPR2-n keresztiil fejtik ki. Ha azonban bafilomycin Al
kezeléssel gatoljuk az autofag lebontést, a mesothel sejtek apoptozis utjan elpusztulnak.
(C): Az autofagia 1épései az iniciaciotol a degradacioig, és az endocitotikus
organellumok kozremiikodése a folyamatban. (A koézvetlen szabalyozast folyamatos
nyilak jelzik, a kdzvetett szabalyozast szaggatott nyilak mutatjak).
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7. Kovetkeztetések

Kisérleteim soran bizonyitottam, hogy a patkdny hashartya mesothel sejtjei
expresszaljak a GM-CSF jelatvitelben szerepld, szigndl transzdukcidért felelds
GM-CSF receptor B alegységét. Expresszidja a gyulladas alatt szignifikdnsan
megno.

A GM-CSF receptor B alegységének internalizacioja elengedhetetlen feltétele a
jeltaviteli folyamatok beindulasanak. A mesothel sejtekben a GM-CSF receptor 3
internalizacidja caveolak kozremiikodével, caveolin-medialt endocitdzis ttjan
torténik, és a klasszikus korai-kés6i endoszoma, lizoszéoma utvonalat koveti.

A caveoldk kozremikodésével felvett GM-CSF receptor B a gyulladas
elérehaladtaval (3. napon) korai endoszomakba keriil. A korai endoszomak
szolgaltatjadk a fizikai platformot a jelatviteli partnerek taldlkozasahoz, lehetové
téve a JAK2-medialt STATS tirozinon vald foszforilacidjat. A GM-CSF receptor 3
dinamin-fiiggé endocitézisanak blokkolasa gatolja a STATS foszforilacidjat, igy a
jelatvitelt is. Mindez pedig megkérddjelezhetetlen bizonyitéka annak, hogy a
receptor B internalizacidja nélkiil a jelatviteli folyamatok nem aktivalédnak és nem
mennek végbe.

Amig a gyulladds fennall, jelentés a GM-CSF receptor P reciklizcioja a
plazmamembranba, jelezvén, hogy a receptor egy ujabb endocitotikus ciklusban
vesz részt, igy képes fenntartani az EMT-t indukalo jelatviteli mechanizmusokat.

A gyulladés lecsengésével és a gydgyulas megindulasaval a GM-CSF receptor f3
késéi endoszoméakban detektalhatd, amely - a lizoszomékkal vald fizié utan -
lebomlik. Ha a jelet kozvetité receptor B degradalodik, megindulhat a mesothel
sejtek regeneracigja (MET).

Gyulladasos stimulus hatdsdra a STATSA és STATSB transzkripcios aktivitasat
segitd, szerinen foszforilalt formaja a mesothel sejtekben végig jelentds mértékben
expresszalodik a Freund adjuvéans kezelést kovetéen. Nem ismert azonban, hogy
mi a bioldgiai jelentdsége ezen formak expresszidjanak.

Vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a GM-CSF jelatvitel negativ visszacsatolasat és

leallitasat végzd SOCS1 regulator fehérje a mesothel sejtekben is expresszalodik.
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Igazoltuk, hogy a mesothel sejtek regeneracioja autofagidval megy végbe. A
progressziv autofigia folyamata egyiitt jar az endocitotikus sejtorganellumok
szamanak novekedésével. A Rab7 fokozodd expresszidja segiteni tudja az
Az autofagia folyamataban kozvetlen szerepet jatsz6 Beclin-1 és LC3B
expresszidja az autofigia dinamikdjanak megfeleléen valtozik. Az LC3B
membranhoz kotott forméjanak mennyisége jelentésen csOkken az autofagia
progressziv beinduldsaval, jelezvén, hogy a membran-kotétt forma az intenziv
autofag lebontas aldozata lesz.

A gyulladas korai idOpontjaiban az autofagia negativ regulatorainak (p-Akt, p-
MTOR) fokozott expresszidja gatlas alatt tartja az autofag folyamatokat. A
gyulladas csticspontja utan azonban a p-Akt és a p-mTOR inaktivalodnak, az
autofagia felszabadul a gatlas alol, és beindulhat a feleslegessé valt sejtalkotok és
A GM-CSF receptor P lizoszomalis degradacioja fontos 1épés az intenziv autofagia
meginditasahoz.

A mesothel sejtek gyogyulasat (MET) a BMP faktorok is elésegitik. A mesothel
sejtek mar a gyulladds korai idépontjaban expresszaljak a BMP4-et. A BMP4 a
BMPR?2 jelenlétében feltehetden egy auto/parakrin szabalyozas révén kompenzalja
az EMT-t, és indukalja a MET folyamatat. A BMP7-et a mesothel sejtek nem
expresszaljak, de a hasiiregben jelen van, és mennyisége fokozatosan ndé az idd
eldrehaladtaval.

A bafilomycin Al gatolja az autofagoszomak és lizoszomak kozti fuzidt, valamint
az endoszomak és lizoszomdk savasodasat, ily modon blokkolja az autofagia
folyamatat. Ha a gyulladas soran az éllatokat bafilomycin Al-gyel kezeljik, a
mesothel sejtek nem regeneralodnak, hanem apoptozissal elpusztulnak;

egyértelmiien igazolva, hogy az autofagia nélkiilozhetetlen a mesothel sejtek

crer
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8. Osszefoglalas

Korabbi kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a Freund adjuvans indukalta gyulladas a
patkanyok hashartyajanak mesothel sejtjeiben epithelialis-mesenchymalis atalakulast
(EMT 1I) idéz el6, amelynek soran a sejtek makrofag-szeri sejtekké differencialdédnak.
Korabbi in vitro vizsgalataink igazoltak, hogy a TGF-f és/vagy GM-CSF kezelés
hasonl6 fenotipusos atalakulast indukal a mesothel sejtekben (67, 97). Elézetes
eredményeink azt sugalltak, hogy ezen atalakulas lejatszodasahoz a ligandot kot GM-

CSF receptor internalizacidja sziikséges.

Jelen munkéban immuncitokémiai, biokémiai és statisztikai vizsgalatokkal
igazoltuk, hogy a gyulladas soran a szignal transzdukcioért felelés GM-CSF receptor 3
caveolin-medialt endocitozissal internalizalodik, majd korai endoszémakba kertil, ahol
végbemegy a JAK2-medialt STATSA tirozin-foszforilacidja, és az aktivalodott
transzkripcios faktor bejut a sejtmagba. Ha azonban a GM-CSFR B dinamin-fiiggd
endocitdzisat dynasore kezeléssel gatoljuk, a STATS5A nem foszforilalodik, igazolva,
hogy a receptor B internalizacidja nélkiil a jelatvitel nem megy végbe. A gyulladas korai
idépontjaiban a GM-CSFR B reciklizalé endoszémakkal visszajut a plazmamembranba,
fenntartva ezaltal az EMT folyamatat. A regeneraci6 megindulasaval, - a SOCS1
kozremiikodésével - a receptor B késéi endoszomakba keriil, és a lizoszomalis

degradacio utjan lebomlik.

A gyulladas alatt a mesothel sejtek térfogata, sejtalkotdoik szama drasztikusan
megnd, majd a gydgyulas beindulasaval csokken, amikor nagyszamu autofag struktura
jelenik meg a citoplazmaban (36). Immuncitokémiai és Western blot vizsgalatokkal
igazoltuk, hogy a gyulladas ideje alatt az Akt-mTOR 1utvonal aktivalodik, amely gatolja
az autofagiat. A gydgyulas beindulasakor azonban, - a jelatvitelt aktivalod receptorok
lebontédsaval - ezen gatld faktorok inaktivalddnak, az autofagia felszabadul a gatlas alol,
megindul a feleslegessé valt sejtalkotok, fehérjék intenziv lebontasa, és a mesothel
sejtek visszanyerik eredeti ham fenotipusukat (36). A regeneracioban (MET) fontos
szerepet jatszanak a BMP4 és BMP7 faktorok is. Kisérleteink, amelyek soran az
autofagiat bafilomycin Al kezeléssel gatoltuk, egyértelmiien igazoljadk, hogy az

autofagia kulcs szerepet jatszik a gyulladast kovetd regeneracioban.
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9. Summary

In our previous work we proved, that Freund's adjuvant induced inflammation
causes epithelial-mesenchymal transition (EMT I1) in rat mesenteric mesothelial cells,
whereupon the cells are differentiated into macrophage-like cells. Our previous in vitro
experiments showed, that TGF-f and/or GM-CSF treatment induces similar phenotypic
changes in mesothelial cells (67, 97). Our preliminary results suggested, that the

internalization of ligand-binding GM-CSF receptor is necessary for this transition.

Our recent immunocytochemical, biochemical and statistical analyses proved, that
during inflammation the signal transducer GM-CSF receptor B is internalized by
caveolin-mediated endocytosis, then it is delivered into early endosomes, where JAK2-
mediated tyrosine-phosphorylation of STAT5A occurs, and the activated transcription
factor is translocated into the nucleus. When the dynamin-dependent endocytosis of
GM-CSFR B is inhibited by dynasore treatment, STAT5A phosphorylation is not
occurred, confirming, that the internalization of receptor P is essential for signal
transduction. In the early time of inflammation, GM-CSFR f returns back to the plasma
membrane by recycling endosomes, maintaining the EMT. As the regeneration starts,
receptor B - with the contribution of SOCSL1 - is delivered into late endosomes, and it is

degraded by lysosomes.

The volume of mesothelial cells, the number of the cellular organelles is
dramatically increased during inflammation, but when the recovery starts, their number
is started to decrease, and a large number of autophagic structures appear in the
cytoplasm (36). Our immunocytochemical and Western blot experiments confirmed,
that during inflammation, the Akt-mTOR pathway is activated, arresting autophagy. As
the regeneration starts, signal transducer receptors are degraded, the inhibitory factors
are inactivated, and the elimination of unnecessary organelles, proteins starts by
autophagy, thus mesothelial cells regain their original epithelial phenotype (36). BMP4
and BMP7 factors also play important role in the regeneration (MET). Our experiments,
when autophagy was inhibited by bafilomycin Al, clearly prove, that the autophagy

plays essential role in the regeneration following inflammation.
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12. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koOszonotet mondani mindazoknak, akik tudasukkal, tandcsaikkal,
tamogatasukkal, megértésiikkel és szeretetiikkel segitették PhD tanulmanyaimat,
munkamat és doktori értekezésem elkészitését.

Mindenekel6tt halas koszonettel tartozom témavezetomnek, Prof. Dr. L. Kiss
Annanak, hogy megannyi iddt forditott megbeszéléseinkre, tamogatta Otleteimet,
hasznos tanacsaival, szakmai tapasztalatdval, gondos odafigyelésével segitette
munkamat, egyengette palyamat.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Szél Agostonnak, hogy az Intézet minden
tamogatast megadott szamomra a munka elvégzéséhez, illetve halasan koszonom Prof.
Dr. Rohlich Palnak a cikkek birdlataval kapcsolatosan megfogalmazott értékes kritikai

megjegyzéseket, és hogy figyelemmel kisérte munkamat.

Szeretném megkdszonni Dr. Katz Sandornak a k6zds munkét, a sok biztatast, a

batoritast és a Szakmai tanacsokat.

Szeretnék koszonetet mondani Ddczi Nikolett és Locsey Katalin asszisztenseknek a
technikai segitségiikért és az értékes labormunkajukért. Halaval tartozom tovabba Dr.
Puskar Zitanak, Dr. Szab6 Arnoldnak, Dobozi Evéanak és Balazsa Tamas Laszlonak,
hogy szakmai tanacsaikkal segitettek a konfokalis mikroszkopia és a biokémiai
vizsgélatok elsajatitdsdban ¢és alkalmazédsdban, valamint a mddszertani tudas

elmélyitésében.

Koszonetettel tartozom bardtaimnak, akik az elmult évek soran bolcs tanacsaikkal,

kedves szavaikkal segitették munkamat és mindennapjaimat.

Orok halaval tartozom csaladomnak, mindenckelétt Edesanydamnak —és
Nagymamamnak, akik végtelen szeretetiikkel, Onzetlen aldozathozatalaikkal végig
segitettek a tanulmanyaim soran. Odaadd gondoskodéasukkal, tdmogatasukkal biztos

hatteret nyujtottak, segitettek a nehéz idokben is, és végig mellettem alltak.
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