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1. Bevezetés

Az epithelidlis-mesenchymalis atalakulas (EMT) egy olyan
biologiai folyamat, amely soran a polarizalt hamsejtek morfologiai
és molekularis valtozasok révén mesenchymalis fenotipussal
rendelkez6 sejtekké differencialodnak: elveszitik polaritasukat, a
szomszédos sejtekkel és a bazalis membrannal val6 kapcsolataikat;
atszervezddik a sejtvaz szerkezetiik; megvaltozik a génexpresszios
mintazatuk és képesek lesznek a migraciora. A mesenchymalis-
epithelidlis atalakulas (MET) az EMT forditottja, eredményeként a
mesenchymalis jellegli sejtek visszanyerik ham tulajdonsagaikat.

Korabbi munkainkban igazoltuk, hogy a Freund adjuvans
indukalta gyulladds soran a patkanyok hashartydjanak mesothel
sejtjei elveszitve ham tulajdonsagaikat mesenchymalis, makrofag-
szeri sejtekké differencialodnak (EMT 1II.), majd a gyulladas
csticspontja utdn beindul a regeneraci6 (MET), amelynek
eredményeként a sejtek az injektalast kovetd 11. napra visszanyerik
eredeti lapham fenotipusukat.

Szamos faktor képes EMT-t és MET-et indukalni. Egyik ilyen
faktor a vérképzésben is fontos szerepet jatsz6 immunmodulator, a
granulocita-makrofag kolonia-stimulalo faktor (GM-CSF). A GM-
CSF dont6 szerepet jatszik a dendritikus sejtek érésében; a
granulocitak és makrofagok differencialodasaban, ttlélésében és
aktivalasaban; mindemellett szamos nem hematopoetikus funkcioja
is van, amellyel hozzéjarul a gyulladasos valaszok kialakitasahoz.

GM-CSF-et szamos sejtféleség képes termelni. Korabbi

vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a Freund adjuvans indukalta



gyulladas soran a mesothel sejtek is termelnek GM-CSF-et. A GM-
CSF heteromer receptordhoz kotve képes hatasat kifejteni. A
receptor komplex egy ligand-specifikus, ligandot k6t6 a alegységb6l
(GM-CSFR @), valamint a jelatvitel beinditasaért felelés P
alegységbdl (GM-CSFR f) all. A receptor mindkét alegységét
szamos sejt - a mesothel sejtek is - képes expresszalni.

A GM-CSF altal indukalt jelatviteli utvonalak jol ismertek, arra
vonatkozoan azonban kevés adat all rendelkezésiinkre, hogy ezen
jelatviteli folyamatok beindulasdhoz sziikséges-e a receptor
internalizacidja. Bar vannak irodalmi adatok, amelyek a GM-CSF
receptor internalizaciojat leirjak, ezek azt sugalljak, a jelatvitel
kezdeti aktivacidos eseményei a receptor internalizacidja nélkiil is
végbemennek. Ezzel szemben korabbi eredményeink egyértelmiien
azt mutattak, hogy ha a receptor dinamin-fliggé internalizaciojat
dynasore kezeléssel gatoljuk, a GM-CSF kezelés hatasara sem megy
végbe az EMT. PhD munkdm soran ezért a GM-CSF jelatvitel
beinditasaért feleldés GM-CSFR B internalizacidjat, és a receptor
internalizaciot kovet6 citoplazmatikus ttvonalat vizsgaltam.
szerepet jatszo molekularis folyamatok vizsgalata volt. ElGzetes
morfologiai és morfometriai eredményeink ugyanis azt mutattak,
hogy a mesothel sejtek gyulladast kovetd regeneracioja, az eredeti
laphdm fenotipus visszaallitaisa (MET) soran, a sziikségtelen
sejtalkotok és citoplazmatikus komponensek, fehérjék eltavolitasa
progressziv autofagia révén megy végbe. Az autofigia egy olyan

sejtélettani folyamat, amely soran a sejt sajat fehérjéit, anyagait,



sejtorganellumait lizoszémalis degradacid révén lebontja. Kitiintetett
szerepet jatszik a sejtek talélésében, a szoveti regeneracidban, a
celluléris homeosztazis fenntartasaban, a gyulladasos
folyamatokban, az immunitdsban ¢és a sejtes stresszvalasz
kialakitasaban is. Az autofagia kiilonbdzé 1épéseiben (iniciaciotol a
degradacidig) dsszeszerel6dd bonyolult molekularis gépezet - az Atg
fehérjék kozremiikodésével - azt sugallja, hogy a folyamat
szabalyozasa rendkiviil Osszetett, és tobb ponton is toérténhet. Az
egyik legfontosabb, autofagiat szabalyozd jelatviteli folyamat a
PI3K-Akt-mTOR utvonal, amelyben a kulcs szerepet jatszo mTOR
komplex aktivalodasa gatolja az autofagiat. Munkam ezen, masodik
részében tehat vizsgaltam, hogy az autofigia szabalyozasaban
szerepet jatszo faktorok (Akt/p-Akt, mTOR/p-mTOR, EEAL, Rab7,
Beclin-1 (Atg6) és LC3B (Atg8)) expresszidja hogyan valtozik a
gyulladas és a gyogyulas ideje alatt; és megtorténik-e a mesothel
sejtek regeneracidja, ha gatoljuk az autofagiat. Tovabba az
irodalombol ismert, hogy a BMP fehérjék MET-et indukalo, EMT-t
ellenstlyozo faktorok. Vizsgaltam tehat, hogy a mi rendszeriinkben a

BMP fehérjék elosegitik-e a regeneracio folyamatat.



2. Célkitiizés

1) A gyulladds soran a mesothel sejtek termelik a GM-CSF
citokint és expresszaljak receptorat. In vitro kisérleteink
alatamasztottak, hogy a GM-CSF és/vagy TGF-f kezelés hasonld
fenotipusos atalakulast indukal, mint a Freund adjuvans. Elézetes

kisérleteink arra utaltak, hogy a GM-CSF jelatviteli folyamatahoz a

receptor-ligand internalizacidja elengedhetetlen. Munkam soran

els6ként tehat a kdvetkezo kérdések megvalaszolasara torekedtem:
« A mesothel sejtek expresszaljak-e a jelatviteli utak
beinditasaért felelos GM-CSF receptor B-t?

« A GM-CSFR B milyen utvonalon internalizalodik, és milyen
endocitotikus  vezikulakban (korai, késéi ¢és reciklizald
endoszoma) mutathato ki a jelatviteli folyamat soran?

A kiilonboz6 kezelések hatasara hogyan valtozik a GM-CSF
jelatvitelében fontos szerepet jatszd STATS transzkripcids
faktor foszforilalt, aktiv formajanak expresszidja ¢és
lokalizacioja a mesothel sejtekben?

< A mesothel sejtekben expresszalédik-e olyan negativ
regulator, amely a GM-CSF jelatviteli utvonalainak gatlasaval

leallitja az EMT folyamatat?

2.) Munkam masodik részében vizsgaltam, hogy az autofagia

s

kérdésekre kerestem a valaszt:
« Az autofigidban kozvetett (Akt/p-Akt, mTOR/p-mTOR,
EEAI, Rab7) és kozvetlen (Beclin-1, LC3B) mddon szerepet
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jatszd6 markerek hogyan expresszalédnak a gyulladas és a
gyogyulas kiilonbozo idépontjaiban?

A MET-et indukdlo BMP fehérjék el6segitik-e a mesothel
sejtek gyogyulasat, és visszaforditjak-e az EMT folyamatat?
Végbemegy-e a mesothel sejtek regeneracidja, ha az autofagiat
bafilomycin Al kezeléssel gatoljuk?



3. Médszerek

3.1. Allat modell
In vivo kisérleteinkhez 60-70 napos (200-300 g) him
Sprague-Dawley patkanyokat (Charles River Research Models and

Services, Sulzfeld, Baden-Wiirttemberg, Németorszag) hasznaltunk.

3.2. Felhasznalt anyagok

Akut peritonitisz kivaltasdhoz 1 ml komplett Freund
adjuvanst (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA), az
autofagia gatlasahoz bafilomycin Al-et (Santa Cruz Biotechnology,

Inc., Dallas, Texas, USA) injektaltunk az allatok hasiiregébe.

3.3. In vivo vizsgalatok

A mesothel sejtek vizsgalatdhoz a Freund adjuvans kezelést
kovetéen kiilonb6z6 id6pontokban (3, 5, 8, 11 nap) izolalt
mesenterium preparatumokat hasznaltunk. Kontrollként a kezeletlen

allatokbol szarmazé hashartya preparatumokat alkalmaztuk.

3.4. In vitro vizsgalatok

In vitro kisérleteinkhez a kontroll patkanyokbol kinyert
hashartyakat steril koriilmények kozott, DMEM/F12 tenyésztoi
médiumban tartottuk, és 1 ng/ml GM-CSF-fel (Sigma-Aldrich®,
Saint Louis, Missouri, USA) kezeltiik. Néhany esetben a primer
kultardkat 80 pM dynasore-ral (Sigma-Aldrich®, Saint Louis,
Missouri, USA) el6kezeltik, a dinamin-fiiggd endocitotikus

utvonalak gétlasa céljabol.



3.5. Morfolégiai, fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatok
3.5.1. A hashartya fixalasa, elokészitése

A hashartya preparatumokat 2%-os glutaraldehid és 2%-0s
ozmium-tetroxid 1:1 aranyt keverékével fixaltuk, kakodilat pufferrel
mostuk, majd a mesenterium kornyéki zsirszovetet eltavolitottuk. A
mosasok utan mintdinkat felszalldo alkoholsorral viztelenitettiik, és
aralditba agyaztuk. Fénymikroszkopos vizsgalatainkhoz a beagyazott
mintainkbol Reichert ultrakriomikrotommal félvékony metszeteket
készitettiink, amelyeket azutan  toluidinkékkel  festettiink,
hagyomanyos fénymikroszkoppal (Carl Zeiss) vizsgaltunk, Zeiss
Axiocam HRc kameraval fotoztunk, és Axiovision programmal
analizaltunk. Elektronmikroszkopos vizsgalatainkhoz ultravékony
metszeteket készitettiink, amelyeket uranil-acetattal és o6lom(II)-
nitrattal kontrasztoztunk, majd Hitachi H-7600-as transzmisszids
elektronmikroszkoppal vizsgaltunk.
3.5.2. Elektronmikroszkopos immuncitokémiai vizsgalatok

Immuncitokémiai vizsgalatainkhoz mintainkat 1%-0s PFA-
ban fixaltuk, majd a mosasok utan zselatinba agyaztuk. A blokkokat
krioprotekcio céljabol 2,3 M-os cukor oldatban inkubaltuk, majd
aluminium pinekre Kkitapasztattuk, és folyékony nitrogénben
lefagyasztva taroltuk. A fagyasztott ultravékony (70 nm) metszeteket
Leica Ultracut S fagyaszté ultramikrotommal készitettik. A
metszeteket glicines-PBS-el mostuk, majd 1%-0s BSA-PBS-el
blokkoltuk, és 1 oran keresztiil inkubaltuk anti-GM-CSFR J3
antitesttel. A kettds-jelolésekhez anti-EEAl-et és anti-Rab7-et
hasznaltunk masodik ellenanyagként. A GM-CSFR B kimutatasara



10 nm-es kolloidalis arannyal konjugalt protein A-t (PAG10)
hasznaltunk, mig az EEAl-et és a Rab7-et 15 nm-es kolloidalis
arannyal konjugélt protein A (PAG15) hasznalataval tettiik lathatova.
A 2%-0s uranil-acetattal torténé kontrasztozas utdn a metszeteket
1,8%-o0s metilcelluldz és 0,4%-0s uranil-acetat elegyében inkubaltuk.
Az elkésziilt metszeteket Hitachi H-7600-as transzmisszios

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

3.6. Konfokalis mikroszkopia
3.6.1. A minta elokészitése konfokdlis immuncitokémiai
vizsgalatokhoz
Az immun fluoreszcens jeldlések menetét a modositott
Tokuyashu-technika szerint végeztiik. A PFA-ben fixalt mintakat
mostuk, és 10%-0s zselatinba agyaztuk (30 perc, 37°C), majd apro
blokkokat formaltunk. Krioprotekcio céljabol blokkjainkat egy
¢éjszakara 2,3 M-0s cukoroldatban inkubaltuk (4°C), majd aluminium
pinekre Kitapasztattuk, és folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. A
zselatinos blokkokbol Leica fagyasztd ultramikrotommal 0,6 pm
vastagsagu metszeteket készitettiink.
3.6.2. A fluoreszcens immunjellések menete és kiértékelése
Félvékony metszeteinket glicines-PBS-sel mostuk, majd
1%-0s BSA-PBS-el blokkoltuk. Ezutan a metszeteket az adott primer
ellenanyagokkal egy éjszakan at inkubaltuk (4°C), majd a megfeleld,
fajspecifikus Alexa Fluor 1gG fluoreszcens festékkel konjugalt
ellenanyagokat (Alexa Fluor 488) hasznaltuk (1 6ra, s6tét), hogy

lathatova tegyiik a primer antitesteket. Kettés-jelolések esetén a



metszeteket Gjramostuk glicines-PBS-sel, blokkoltuk 1%-o0s BSA-
PBS-el, és az emlitett 1épeseket ismételtiik a megfelel szekunder
antitestek, és az azokra specifikus Alexa festékek (Alexa Fluor 555)
hasznalataval. A sejtmagok megfestéséhez Vectashield DAPI-t
hasznaltunk. 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 dolgoztuk fel.

3.7. Statisztikai analizis

Immuncitokémiai vizsgalatainkat statisztikai mérésekkel
tamasztottuk ald. A kiilonboz6 markerek kolokalizacidjanak
megallapitasa céljabol minden vizsgéalati csoportban 12 mesothel
sejtet elemeztink ZEN program segitségével. A kapott korrelacios
egyiitthatok adatait leird statisztikdval elemeztiik. Az Osszes

eredményt atlag + szoras (SD) értékként adtuk meg.

3.8. Biokémiai vizsgalatok
3.8.1. Mesothel sejtlizatum, citoplazma és magfrakcio izoldlasa

A kontroll és a Freund adjuvanssal injektalt allatok
hasiiregét PBS-sel atmostuk, majd az izolalt hashartyakat 0,2%-0s
kollagenazban (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA),
termosztatban inkubaltuk. A kollagenazos emésztés utan a mintakat
centrifugalds kozbeiktatasaval (1000 rpm, 3 x 10 perc, 4°C) mostuk,
majd a felhasznalasig -80°C-on taroltuk. Az izolalt mesothel

sejtlizatumokat lizis pufferben tartuk fel, majd centrifugaltuk (12000



rpm, 20 perc, 4°C). A felilisz6 (mesothel sejtlizatum)
fehérjetartalmat a BCA-modszer segitségével meghatdroztuk, és a
mintakat 2 mg/ml koncentraciora higitottuk. A citoplazma és sejtmag
frakcidjanak izolalasdhoz a mesothel sejtek lizatumat 1000, majd
2000 rpm-el centrifugaltuk, a csapadékot 500 pl hipotonias pufferrel
felszuszpendaltuk, majd a mintakhoz 25 pl detergenst (10% Nonidet
P-40) adtunk. Centrifugalas utan a feluszot (citoplazma frakceid)
Osszegyijtottik, és -80°C-on taroltuk. A pelletet (késébbi
magfrakcio) 50 pl teljes sejt-extrakcios pufferben (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) felszuszpendaltuk,
30 percig jégen inkubaltuk. Centrifugalas utan (14000 g) a feliiluszot
(sejtmagfrakcid) -80°C-on taroltuk. A két frakcid fehérjetartalmat a
BCA modszer segitségével hataroztuk meg, majd a mintakat 2
mg/ml koncentraciora higitottuk.
3.8.2. A Western blot vizsgalat

A mintakhoz Tris-SDS puffert adtunk (1:1 aranyban), és 4
percen at forraltuk. Ezt kovetéen a fehérjéket elektroforézis utjan
elvalasztottuk (10%-o0s poliakrilamid gél, 200 V, 30-40 perc). A
fehérjék nitrocelluloz membranra vald transzferjéhez a gélt és a
membrant blot pufferben, folyamatos hiités mellett 1 6ran at 100 V-
on blottoltuk. Ezutdn a membranokat 0,0005%-0s Tween-PBS
pufferben mostuk, majd a fehérjefrakciok pillanatnyi lathatova tétele
miatt Ponceau S (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA)
oldattal kezeltiik. Ezek utan a membranokat 5%-os, sovany tejporral
blokkoltuk, mostuk, majd a primer antitestekkel egy éjszakan at,
4°C-on inkubaltuk. Toltési kontrollként B-tubulin, B-aktin és lamin A

10


https://www.google.hu/search?q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi5seWB-q3eAhWDs4sKHXHbC04QmxMoATAQegQIBRAE

antitesteket alkalmaztunk. A primer ellenanyagok lathatova tételéhez
a membranokat specifikus, peroxidaz-konjugalt, szekunder
antitestekkel (Amersham, GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh,
USA) 2 éran keresztiil inkubaltuk. A jelolt-fehérjék detektaldsdhoz a
membranokat kemolumineszcens oldattal (Luminata Forte Western
HRP Substrate, Millipore, USA) kezeltikk, majd az immunreakciot
rontgenfilm, illetve LI-COR C-Digit Blot scanner segitségével
detektaltuk. A kapott Western blot adatok kiértékeléséhez a relativ
denzitasokat 3 fiiggetlen mérés eredményébdl Image] program

segitségével hataroztuk meg.
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4. Eredmények

4.1. A GM-CSFR B internaliziciéjanak immuncitokémiai és
kvantitativ vizsgalata mesothel sejtekben

4.1.1. A GM-CSFR f expresszidja és internalizacioja: a caveolin-
medialt endocitozis vizsgalata in vivo és in vitro

Munkank soran igazoltuk, hogy a GM-CSFR [ expresszioja
a Freund adjuvans kezelés hatdsara jelentdsen megnd a mesothel
sejtekben, a gyulladas indukciojat kovetd 5. nap utan azonban
fokozatosan csokken.

Morfologiai és  statisztikai  kisérleteink soran  azt
tapasztaltuk, hogy a GM-CSFR J internalizacija caveolak
kozremiikddésével megy végbe.

4.1.2. Az internalizalt GM-CSFR p utja a korai endoszomdk felé

Fél- és ultravékony metszeteken elvégzett kettds jeloléses
immuncitokémiai  vizSgalataink és  statisztikai  elemzéseink
egyértelmiien azt mutattak, hogy a gyulladas elérehaladtaval a GM-
CSFR B egyre nagyobb mennyiségben mutathatdo ki EEA1-pozitiv
korai endoszomédkban. A gyulladds 3. napjan szédmos korai
endoszéma membranjaban figyelhetd meg a GM-CSFR B. Ezek az
eredmények egyértelmiien azt igazoljak, hogy az internalizalt
receptor a caveolakbol korai endoszomakba szallitodik.

4.1.3. A GM-CSFR f tovabbi sorsa: reciklizacio vagy lebontds?

Eredményeink azt mutattak, hogy amig a gyulladas fennall,
a receptor Rablla-pozitiv reciklizalo endoszomakban van jelen a
mesothel sejtekben, jelezvén, hogy jelentdés mennyiségli receptor

keriil vissza ekkor a plazmamembranra, amelyek egy ujabb
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endocitotikus ciklusban vehetnek részt, fenntartva ezzel az EMT
folyamatat. Az id6 elérehaladtaval és a gyogyulds megindulasaval
azonban a receptor egyre inkabb Rab7-pozitiv késdi endoszomakban
detektalhato, jelezvén, hogy megindul a GM-CSFR B lizoszémalis

degradacigja.

4.2. Jelatvitel az EMT és a MET soran: a STATS aktivalodasa

Immuncitokémiai és Western blot eredményeink azt
mutattak, hogy a STATS kis mennyiségben mar a kontroll mesothel
sejtekben is foszforilaloédik tirozin aminosavan (p-STATS). Ezen
aktiv forma expresszidja jelentésen megnd a gyulladas 3. napjan, és
nagy mennyiségben detektalhatdé a sejtek citoplazma és
magfrakciojaban is. Az 5. napon a p-STATS expresszids szintje
mérséklédik, majd a regeneracio elGrehaladtaval (8. és 11. nap)
drasztikusan csokken, és csak a mesothel sejtek sejtmagjaban
mutathato ki kis mennyiségben.

Ha a GM-CSFR B dinamin-fiiggé endocit6zisat dynasore
kezeléssel gatoljuk, a mesothel sejtekben nem detektalhato aktiv, p-
STATS. Ezek az eredmények egyértelmiien azt igazoljak, hogy a
GM-CSF jelatviteléhez a receptor P alegységének internalizacidja

elengedhetetleniil sziikséges.

4.3. A SOCSI1 expresszios vizsgalata
Immuncitokémiai eredményeink igazoltak, hogy a kontroll
és kezelt mesothel sejtekben is expresszalodik a SOCSI1, eloszlasa

diffiz. A gyulladds 3. napjan expresszidja azonban csokken,
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jelezvén, hogy a SOCS1 GM-CSF jelatvitelt gatld hatdsa csokken, és
a JAK2-medialt STATS foszforilacidé végbemehet.

4.4. Az autofagia vizsgilata
4.4.1. Az Akt és az mTOR aktivacidja

Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a gyulladas 3.
napjan a foszforilalt Akt szintje eléri a maximumot, amelynek
eredményeként a p-mTOR expresszidja is jelentbsen megnd,
igazolva, hogy a progressziv gyulladas ideje alatt a jelentSs
mértékben expresszalodo aktiv p-Akt és p-mTOR a mesothel
sejtekben gatlas alatt tartjak az autofagiat. A gyulladas csticspontja
utan azonban a p-Akt, és ennek kovetkeztében a p-mTOR
expresszioja IS drasztikusan lecsokken, igy az autofagia
felszabadulva a gatlds aldl beindithatja a feleslegessé valt
sejtalkotok, fehérjék intenziv lebontasat.
4.4.2. A Beclin-1 és az LC3B expresszidja

A gyulladas korai staddiumaban (3. nap) a Beclin-1
expresszioja szignifikinsan megemelkedik, majd a 8. naptol kezdve
fokozatosan csokken, jelezvén, hogy az autofagia indukalasahoz az
egyik sziikséges faktor jelen van a rendszeriinkben.

Az autofag sejtalkotok egyik fontos membran markere az
LC3B. Biokémiai vizsgalataink eredményei egyértelmiien azt
mutattak, hogy a membranhoz ko6tott LC3B  mennyisége a
regeneracio elérehaladtaval fokozatosan csokken, jelezvén, hogy az
autofagoszomak bels6é membranjdhoz kotott LC3B molekulak is

lebontasra keriilnek a progressziv autofagiaval.
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4.5. A BMP fehérjék és receptoruk expresszidojanak vizsgalata a
mesothel sejtekben

Biokémiai vizsgalataink eredményei azt mutattdk, hogy a
MET-et indukdldé BMP4 mar a gyulladds 3. napjan jelentds
mennyiségben expresszalodik a mesothel sejtekben. Maximumat az
5. napon éri el, majd a gyogyulas beindulasaval szintje kissé ugyan
csokken, de a mesothel sejtek még a 11. napon is expresszaljak. A
kontroll mesothel sejtek csekély mennyiségben expresszaljak a BMP
ligand-specifikus receptorat, a BMPR2-t. A Freund adjuvans
kezelést kovetden a receptor expresszioja azonban fokozatosan nd

egészen a regeneracio végéig.

4.7. A bafilomycin Al hatasanak vizsgalata a mesothel sejtek

Mind fény-, mind pedig elektronmikroszkopos vizsgalataink
azt mutattak, hogy a bafilomycin kezelés 6nmagaban nincs hatassal a
kovetd 3. és 5. napon vizsgalt, bafilomycin kezelést is kapott allatok
mesothel sejtjei az id6 elérehaladtaval azonban egyre jobban
mutatjak az apoptézisra jellemzé morfoldgiai elvaltozasokat. A
Freund adjuvans injektalast koveté 8. napon, az egyszeres és a
kombinalt bafilomycin kezelést kapott csoportok mindegyikénél
egyértelmiien lathaté volt, hogy a mesothel sejtek az autofagia
gatlasaval apoptdzis utjan elpusztulnak. Ezek az eredmények
egyértelmiien igazoljak, hogy a gyulladast kovetd regeneracio

autofagia nélkiil nem megy végbe.
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5. Kovetkeztetések

KD
0‘0

Kisérleteink soran bebizonyitottuk, hogy a patkany hashartya
mesothel sejtjei expresszaljak a GM-CSF jelatvitelben szignal
transzdukcioért felelos GM-CSFR [ alegységét. Expresszioja a
gyulladas alatt szignifikdnsan megng.

A GM-CSFR P internalizacidja elengedhetetlen feltétele a
jelatviteli folyamatok beindulasanak. A GM-CSFR f caveolin-
mediadlt endocitdzis Utjan internalizalodik a mesothel
sejtekben, és a klasszikus korai-kés6i endoszéma, lizoszoma
utvonalat kdveti.

A korai endoszomakban lehetévé valik a JAKZ2-medialt
STATS tirozinon valo foszforilacioja. A GM-CSFR J
dinamin-fiiggé endocitozisanak blokkolasa gatolja a STATS
foszforilaciojat, igy a jelatvitelt is; egyértelmiien igazolva,
hogy a GM-CSFR B internalizacidja nélkiil a jelatviteli
folyamatok nem aktivaldodnak és nem mennek végbe.

Amig a gyulladas fennall, jelentés a GM-CSFR 8
reciklizaciéja a plazmamembranra, igy képes fenntartani az
EMT-t indukalo jelatviteli mechanizmusokat.

A gyulladas lecsengésével és a gydgyulds meginduldsaval a
GM-CSFR B késdéi endoszomakban detektalhatd, és a
lizoszomakkal valoé fazié utan lebomlik. Ha a jelet kozvetitd
receptor [ degradalodik, megindulhat a mesothel sejtek

regeneracioja (MET).
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Igazoltuk, hogy a GM-CSF jelatvitel negativ visszacsatolasat
és leallitdsat végz6 SOCSI regulator fehérje a mesothel
sejtekben expresszalodik.

Igazoltuk, hogy a mesothel sejtek regeneracidja autofagiaval
megy végbe. Az autofagia folyamatdban kozvetlen szerepet
jatszo6 Beclin-1 ¢és LC3B expresszidja az autofagia
dinamikajanak megfelel6en valtozik.

A gyulladdas korai idGpontjaiban 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 inaktivalédnak, az
autofagia felszabadul a gatlas alol, és beindulhat a mesothel
sejtek regeneracioja.

A mesothel sejtek gyogyulasat (MET) a BMP faktorok is
elosegitik. A mesothel sejtek mar a gyulladds korai
idépontjaban expresszaljak a BMP4-et, amely a BMPR2
jelenlétében feltehetden egy auto/parakrin szabalyozas révén
kompenzalja az EMT-t, és indukdlja a MET folyamatat. A
BMP7-et a mesothel sejtek nem expresszaljak, de a
hasiiregben jelen van, és mennyisége fokozatosan n6 az id6
elérehaladtaval.

A gyulladas kiilonb6z6 napjaiban bafilomycinnel kezelt
allatok mesothel sejtjei nem képesek a regenerdciora, és
apoptozissal elpusztulnak, amely egyértelmiien igazolja, hogy

az autofagia valdban nélkiilozhetetlen a mesothel sejtek

ey
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