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1 BEVEZETES

1.1 A sejthalal tipusai

1.1.1 Apoptozis

Szervezetiinkben milliényi sejt hal el és termelddik Gijra nap mint nap. A feleslegessé
valt, eloregedett, vagy meghibasodott sejtek altalaban programozott modon pusztulnak el
(Renchan és mtsai, 2001). A programozott sejthalal egyik tipusa az apoptdzis, mely soran a
sejt megszakitja a kapcsolatot a kornyezd sejtekkel és az extracellularis matrixal (ECM),
Osszezsugorodik, kromatinallomanya kondenzalodik és feldarabolodik, de mindekozben
megmarad a plazmamembran integritasa (Kerr és mtsai, 1972). Az apoptozist kivalto
stimulusok kétféle Gitvonalat aktivalhatnak: a bels6 (mitokondrialis) vagy a kiilsé (Sejthalal

receptorokon keresztiili) apoptozis utvonalakat (1. abra).

1.1.1.1 Az apoptozis bels6 utvonala

Az apoptozis belsé utvonalat olyan nem receptor-medialt, mikrokérnyezetben
bekovetkezd zavarok okozta stimulusok aktivalhatjak, mint a novekedési faktorok hianya,
DNS karosodas (pl. sugarzas hatasara), endoplazmatikus retikulum stressz, viralis infekciok,
hipoxia vagy a reaktiv oxigén gyokok (ROS) tulzott jelenléte. Ezek a kiilsé mitokondridis
membran permeabilizaciojahoz vezetnek (Tait és mtsai, 2010), melyet a B-sejtes limfoma 2
(Bcl-2) fehérjecsalad pro-apoptotikus (pl. Bax, Bak, Bad, Bim) és anti-apoptotikus (pl. Bcl-2,
Bcl-xl) tagjai szabalyoznak (Czabotar és mtsai, 2014). A Bcl-2-asszocialt X (Bax) és a Bcl-2
antagonista/’616” (Bak) fehérjék vesznek részt a mitokondrium kiils6 membranjaban lezajlo
porusképzddésben (Moldoveanu ¢és mtsai, 2014), melynek hatdsara megvaltozik a
mitokondrialis transzmembran potencial és kiilonb6z6 apoptotikus effektorok jutnak ki a
citoplazmaba a mitokondrium membranok kozotti régidjabol. Ezeket a kijutd fehérjéket két
nagy csoportba sorolhatjuk. Az elsd tagjai az effektor kaszpazok aktivacidjahoz vezetnek. lde
tartoznak az apoptozis inhibitor fehérjék (IAP) gatlasat végzé masodik mitokondrium eredetii
kaszpaz aktivator (Smac) fehérje (Verhagen és mtsai, 2000; Du és mtsai, 2000), a magas
hémérséklet igényli fehérje A2 (HtrA2) szerin proteaz, valamint a citokrom c. Ez utdbbi az
apoptotikus proteaz aktivalé faktor 1 (Apaf-1) és pro-kaszpaz-9 molekulakkal kapcsolodva

apoptoszoma kialakuldsahoz, ezaltal a kaszpaz 9 aktivalodasahoz vezet (Li €s mtsai, 1997).



Az aktivalt kaszpaz 9 katalizdlja a pro-kaszpaz 3 és 7 effektor kaszpazok proteolitikus
aktivacidjat (Julien és mtsai, 2017). Az effektor vagy mas néven végrehajté kaszpazok
feleldsek az apoptozis sordn bekdvetkezd morfologiai és biokémiai valtozasokért, beleértve a
foszfatidilszerin (PS) sejtfelszini kifejez6dését (Naito és mtsai, 1997), a DNS fragmentaciot
(Nagata, 2005) ¢és az apoptotikus testek képzddését (Sebbagh és mtsai, 2001). A
mitokondriumbdl kijutd masik nagy fehérje csoport tagjai, mint pl. az apoptozis indukalo
faktor (AIF), az endonukledz G és a kaszpaz aktivalt DNaz (CAD) a sejtmagba

crer

(Nagata, 2005).

1.1.1.2 Az apoptozis kiilsé titvonala

Az apoptozis kiilsd szigndlutvonala az extracelluldris mikrokdrnyezet zavarainak
kovetkeztében vagy halalreceptorokon ¢€s a hozzajuk kapcsolodo ligandokon keresztiil, vagy
az un. fiiggdségi receptorokon keresztiil indul be, melyek akkor aktivalédnak, amikor
specifikus ligandjuk szintje egy bizonyos hatarérték ala csokken (Gibert és mtsai, 2015). A
sejthalal receptorok, koztik a Fas receptor (FasR) és a TNF receptor 1 (TNFR1)
transzmembran fehérjék, melyek intracellularis régioja tn. halal domén (DD) motivumokat
tartalmaz. A receptorok specifikus ligandjainak, mint pl. a Fas ligand (FasL) és a tumor
nekrozis faktor alfa (TNFa) kotédése utan aggregalodnak, ennek hatasara
konformaciovaltozas megy végbe az intracellularis régidjukban, lehetévé téve pl. a Fas
fehérjéhez halal doménen keresztiil kapcsolodo fehérje (FADD) (Chinnaiyan és mtsai, 1995)
vagy a TNFR1-hez halal doménen keresztiil kapcsolédo fehérje (TRADD) (Brenner és mtsai,
2015) kotodését a receptorok halal doménjeihez. Ez végiil egy dinamikus multiprotein
komplex, a halalindukalo szignal komplex (DISC) kialakulasahoz vezet, mely lehetdvé teszi
a pro-kaszpaz-8 (néhany esetben a pro-kaszpaz-10) autoproteolitikus aktivaciojat
(Kallenberger és mtsai, 2014), amely kiilonb6z6 effektor kaszpazok (pl. kaszpaz-3, -7)
proteolitikus aktivaciojat végzi. Néhany esetben (pl. timocitdknal) a kaszpaz-8 altali
végrehajtd kaszpaz aktivacid elegendd a sejthaldl lezajlasdhoz, azonban mas sejtekben még
szilkség van a BH3 kolcsonhato domén haldl agonista (BID) fehérje kaszpaz-8 altali
hasitasara, igy létrechozva a csonkolt BID-et (tBID), mely a mitokondrium kiilsé
membranjaba transzlokalodik ¢és Bax/Bak fiiggd mitokondridlis kiils6 membran
permeabilitdshoz vezet, igy aktivélja a kaszpaz-9 fliggd apoptozist (Barnhart és mtsai, 2003;

Gross ¢€s mtsai, 1999). A fliggdségi receptorok fiziologias koriilmények kozott a sejtek
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1. dbra: Az apoptozis utvonalai EQy egészséges sejtben a Bcl-2 fehérjecsalad anti-
apoptotikus tagjai gdatoljak a pro-apoptotikus Bak és Bax aktivitasat. Stressz hatdsdra
aktivalodnak a BH3 only fehérjék, melyek elnyomjdk az anti-apoptotikus fehérjék hatasat, igy
aktivaljak a Bak és Bax fehérjéket. Ez utobbi oligomerizalodik és bedgyazodik a kiilsé
mitokondrialis membranba, igy permealizalva azt, és lehetové téve tobbek kozott a Smac, az
AlF, az endonukledz G, a CAD és a citokrom C felszabadulasat. A Smac apoptozis inhibitor
fehérjéket gatol, igy hozzdjarul a Kaszpdz aktivaciohoz. Az AlF, az endonukledz G és a CAD a
sejtmagba transzlokdlodnak és a kromatin kondenzdciohoz, valamint a DNS fragmentaciohoz
Jjarulnak hozza. A citokrom ¢ hatdsara létrejon az apoptoszoma, mely a kaszpdz-9, ezaltal a
kaszpaz kaszkad aktivaciojahoz vezet. A kiilsé apoptozis utvonal a halal ligandok haldl
receptorokhoz valo kotédése dltal indukalodik. Ennek hatdsara adaptor fehérjék gyiilnek a
halal receptor intracellularis halal doménjéhez, mely a kaszpaz-8 hasitisahoz és
aktivaciojahoz vezet. Az aktiv kaszpaz-8 képes direkt uton aktivalni a kaszpdz-3 és kaszpaz-T
effektor kaszpdzokat, illetve beindithatja a belsé apoptozis utvonalat is a BID fehérje hasitasa
altal, mely hasitott formdjaban aktivalja a Bak és Bax pro-apoptotikus fehérjéket. Az abra
(Ichim és Tait, 2016) alapjan lett modositva.
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1.1.2 Nekrozis

A szabalyozott sejthalal energiaigényes folyamat. Amennyiben egy sejtet olyan erés
sejtkdrositd hatas ér, mely hatdsara mar nem képes aktivalni az aktiv sejthalal folyamatokat,
akkor programozatlan, patologias uton hal el, melyet nekrozisnak neveziink. Ilyen hatasok
lehetnek fizikai (pl. magas nyomas, szélsOséges homérsékleti vagy ozmotikus hatasok),
kémiai (pl. extrém pH valtozdsok), vagy mechanikai (pl. nyiréerdk) tényezok. Az
apoptozissal ellentétben a nekrotikus sejtek nem képesek megtartani membran integritasukat
(Buja és mtsai, 1993), igy felpuffadnak, intracellularis tartalmuk elkezd kiszivarogni az dket
koriilvevé szoveti kornyezetbe, ahol autoantigénként hatva lokalis gyulladast idéz el6 (Li és
mtsai, 2001; Scaffidi és mtsai, 2002; Fadok és mtsai, 2001). Az apopt6zishoz hasonldan itt is
megjelenik a sejtmembran kiilsé oldalan a PS molekula (Hirt és Leist, 2003; Li és mtsai,

2015).

1.1.3 Szekunder nekrézis / kés6i apoptozis

Ha az apoptotikus sejtek eltakaritdsa a szovetbdl nem torténik megfelelen, ezek a
sejtek is elveszithetik membran integritdsukat, igy masodlagos (szekunder) nekrotikus, mas
néven kés6i apoptotikus sejtekké valnak (Cejna és mtsai, 1994). A felhalmoz6do
masodlagosan nekrotikus sejtek lokalis gyulladast idéznek eld, mely hosszu tavon autoimmun
betegségek kialakulasahoz vezethet (Potter és mtsai, 2003; Gaipl és mtsai, 2006). Az elhalt
sejtek eliminacios zavaraval osszefliggésbe hozhatdo human megbetegedések kozé tartoznak a
szisztémas lupus erythematosus (SLE), a reumatoid artritisz, bizonyos pulmonaris korképek
(kronikus obstruktiv 1éguti  betegség, cisztikus fibrozis, asztma), kardiovaszkularis
megbetegedések (érelmeszesedés), és egyes neuroldgiai zavarok is (Alzheimer-kor,
Parkinson-kor) (Hochreiter-Hufford és Ravichandran, 2013).

1.1.4 Egyéb sejthalal tipusok

A sejthaldl tipusok besorolasa egyre Osszetettebbé valik, ahogy egyre tobbet tudunk
meg a mechanizmusokrél. Igy az aktiv sejthalal tipusok kozott megkiilonboztetiik pl.
programozott nekrozist, azaz nekroptozist, melyhez a primer nekrdzissal ellentétben
specifikus jelatviteli utvonalak aktivalodasa sziikséges. Nekroptozis soran egy sejtfelszini
receptoron keresztiil (pl. TNFR1, DR6) torténd kaszpaz fliggetlen szignalizacio hatasara a
receptor-kdlcsonhato protein kinaz 1 és 3 (RIPK1, RIPK3) nekroptoszomat alkotnak, mely a
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kevert vonali kinaz domén szeri pszeudokinaz (MLKL) foszforilacidjahoz és
oligomerizaciojahoz vezet. Az oligomerizalodott MLKL a plazmamembranba inzertalédva
porusokat képez, melyeken keresztiill a sejt belsejébdl sériilés-asszocialt molekularis
mintazathoz (DAMP) tartoz6 molekuldk jutnak ki, gyulladdsos kornyezetet eredményezve
(Galluzzi ¢és Kroemer, 2008; Strilic és mtsai, 2016).

A nekrozis egy masik aktiv formaja a piroptdzis, mely altaldban patogén invazio
hatasara bekovetkezd gyulladasi kaszpaz aktivacio eredményeképp jon 1étre (Galluzzi és
mtsai, 2018). A patogén-asszocialt molekularis mintazat (PAMP) felismerését kdvetden egy
piroptoszomanak (mas néven inflammaszoma) nevezett fehérje komplex alakul ki, mely
nagyrészt apoptozis-asszocialt ”folt” fehérjébol (ASC) és pro-kaszpaz 1-bdl all. A kaszpaz-1
piroptoszoman keresztiili aktivalodasat kovetéen ebben az esetben a gasdermin D hasitasa
vezet a porusképzddéshez és az interleukin 1B (IL1p), valamint az 1L18 pro-inflammatorikus
citokinek felszabadulasahoz (Shi és mtsai, 2017).

Ezeken kiviil szamos mas szabalyozott sejthalal format kiilonboztetiink meg, mint pl.
az autofagia fiiggo sejthalal, lizoszoma fiiggd sejthalal, NET6zis, entdzis, parthanatosz vagy a

ferroptozis.

1.2 Az elhalt sejtek fagocitozisinak mechanizmusa

Az elhalt sejtek felvételét az immunrendszer professziondlis fagocita sejtjei
(makrofagok, neutrofil granulocitdk, dendritikus sejtek) mellett nem professzionalis,
altaldban szomszédos sejtek (fibroblasztok, endothelidlis sejtek) is végezhetik. A legtobb
szovetben szervezetiink professzionalis fagocita sejtjer koziil elsdsorban a makrofagok
felelosek az elhalt, vagy feleslegessé valt sejtek eltakaritasaért. A sejt és a kdrnyezete kozotti
kommunikéaci6 a plazmamembranon keresztiil torténik. A sejtek kiilonbozd sejtfelszini
molekuldk kifejezésével folyamatosan tdjékoztatjak kornyezetiiket sajat allapotukrol. Az
egeészseéges sejtek “ne egyel meg” (Don’t eat me) szigndlokat fejeznek ki, mig az eliminaciora
szoruld (pl. apoptozissal elhalt) sejteken megfigyelhetjiik a ’ne egyél meg” jelek eltlinését,
valamint “talalj meg” (Find me) és “egyél meg” (Eat me) szignalok megjelenését, melyek
sejtek felismerését és internalizaciojat. A makrofag receptorok széles repertoarja teszi
lehetévé az apoptotikus sejtek felismerését, megragadasat és bekebelezését. Az elhalt sejtek
fagocitozisanak teljes mechanizmusa az alabbi négy 1épésre bonthatd (Hochreiter-Hufford és

Ravichandran, 2013; Underhill és Goodridge, 2012): a fagocitak migracidja az elhalt sejtek
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iranyaba, az elhalt sejtek felismerése, internalizacidja és a bekebelezést kovetd

immunmodulacio.

1.2.1 A fagocitak migracioja az elhalt sejtek iranyaba

Az elhalt sejtek hatékony eltakaritasanak érdekében elsd 1épésként az apoptotikus
sejtek kiilonbdzd szolubilis molekuldkat bocsatanak ki, melyek kemoattraktansként hatva
odavonzzak magukhoz a makrofagokat (2. abra). Ilyen un. "talalj meg” jelek a nukleotidok
(ATP, UTP), lizofoszfatidilkolin (LPC), fraktalkin (CX3CL1), és a szfingozin-1-foszfat
(S1P) (Chekeni és Ravichandran, 2011). Az apoptotikus sejtekbdl kaszpaz-3 fiiggden,
pannexin 1 csatornakon keresztiil szabadulnak fel a nukleotidok (Chekeni és mtsai, 2010),
beleértve az adenozin-trifoszfatot (ATP) és az uridin-trifoszfatot (UTP), melyeket a fagocita
sejtek a purinerg receptoraikon keresztiil (pl. P2Y purinerg receptor 2 [P2Y2]) érzékelnek
(Elliott és mtsai, 2009). Az apoptotikus sejtekben a kaszpaz-3 aktivacié révén hasitott és igy
aktivalodott kalcium fiiggetlen foszfolipaz A2 alakitja a foszfatidilkolint LPC-vé (Lauber és
mtsai, 2003), mely az ATP kotd kazetta transzporter A1 (ABCAL) segitségével jut ki az
apoptotikus sejtbdl (Peter és mtsai, 2012) és a makrofagokon a G2A G-fehérjéhez kapcsolt
receptoron keresztiil hatva indukalja a migraciot (Peter és mtsai, 2008). A fraktalkin
membran kotott fehérjeként termelddik €s az apoptotikus sejtekbdl proteolitikus hasitas révén
tavozik (Truman és mtsai, 2008). A szekretalt fraktalkin a CX3C kemokin receptor 1-en
(CX3CR1) keresztiil szabalyozza a makrofagok mozgasat. Az S1P szfingozinbol keletkezik
szfingozin-kinaz kozremiikodésével és szintén kaszpaz-3 fiiggd modon szekretalodik az
elhal6 sejtekb6l, majd a makrofagokon 1évé S1P receptorokhoz (S1PR) kotédik (Gude és
mtsai, 2008), igy elinditva a makrofagok vandorlasat az apoptotikus sejtek felé. Az
apoptotikus sejtekbdl és a fagocitakbol szarmazo extracellularis vezikuldk is befolyasolhatjak
a fagocitdk miikddését fagocitdzis soran. Az apoptotikus sejtekbdl felszabaduld un.
mikrovezikuldk CX3CL1 (Tsai és mtsai, 2014) és intercellularis adhézios molekula 3
(ICAM3) (Torr és mtsai, 2012) segitségével szintén odavonzzak a makrofagokat a sejthalal
helyére. A talalj meg” jeleknek egyéb funkciodja is lehet a fagocitdzis soran. A CX3CL-rdl
kimutattak, hogy serkenti a tejzsir globulin-EGF faktor 8 (MFG-E8) expressziojat hasiiregi
makrofagokban (Miksa és mtsai, 2007), mig az SIP anti-apoptotikus mediatorként
viselkedik, azaz gatolja a makrofagok apoptozisat (Weigert és mtsai, 2006) €s feltehetdleg a
kornyezo sejtek karosodasat. Ezen kiviil az S1P serkenti az eritropoetin-eritropoetin receptor

jelatviteli utvonal aktivalodasat, mely a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor y (PPARY)
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transzkripcids faktoron keresztiil felerdsiti kiilonb6zd fagocita receptorok és fagocitozis-

asszocialt molekulak (MerTK, CD36, Gas6, MFG-E8) génexpresszidjat (Luo és mtsai, 2016).

Apoptotikus sejt

2. dabra: Az apoptotikus
sejtek  dltal  kibocsatott
“talalj meg” jelek A S1P,
LPC, ATP, CX3CLI ’’talalj
meg” jelként funkcionadlo
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1.2.2 Az elhalt sejtek felismerése

Miutan a fagocitdk odavandoroltak a sejthalal helyére a célsejtek azonositdsa az
“egyél meg” jeleken keresztiil torténik (3. abra). Ezek olyan, a sejtfelszinen végbemend
valtozasokat foglalnak magukba, mint a glikolizdciés mintazat és ICAM epitopok
megvaltozasa, illetve a normal esetben a sejtmembran belsé felszinén jelen 1év6 PS vagy az
endoplazmatikus retikulum membranbol szarmaz6 kalretikulin externalizacidja. Fontos
kiemelni, hogy a fagocitozis folyamatdnak beinduldsdhoz nem csak a kiiszobértéket
meghaladé mennyiségben jelen 1év6 “egyél meg” jelek jelenléte (Borisenko és mtsai, 2003),

hanem az egészséges sejteken megtalalhaté "ne egy¢l meg” jelek mddosulasa vagy eltiinése

14



is sziikséges (Elward és Gasque, 2003). Szamos fagocita receptor a PS-t ismeri fel, mint az
elhalt sejtek legfobb sejtfelszini “egyél meg” jelét. Tobbek kozott ide tartoznak a direkt PS
receptorok, mint pl. a T-sejt immunglobulin mucin receptor 4 (Tim-4) (Miyanishi és mtsai,
2007), stabilin-2, és az agy-specifikus angiogenezis inhibitor 1 (Bail). A differenciacios
antigén 300 (CD300) csalad fehérjéi, igy a CD300b és a CD300f, valamint a fejlett
glikozilacios végtermék receptor (RAGE) is az apoptotikus sejtek eltakaritasaban részt vevo
PS receptorokként lettek azonositva (Murakami és mtsai, 2014; Choi és mtsai, 2011; He és
mtsai, 2011). Ezen kiviil 1éteznek indirekt PS receptorok, pl. Mer tirozin kinaz (MerTK),
integrin a3 és koreceptora a transzglutaminaz 2 (TG2), melyek kiilonb6z6 hidképzo
fehérjéken keresztiil kotik a PS-t (Poon és mtsai, 2014). Ezek a hidképz6 fehérjék egyrészt
kotddnek az elhalt sejtek felszinén 1évé PS-hez, masrészt a fagocitak felszinén 1évo
receptorokhoz, ezaltal hidat képeznek koztiik. Az egyik ilyen molekula az MFG-E8, mely az
avBs vagy az oPs integrineket koti 6ssze a PS-el (Hanayama és mtsai, 2002). Hasonld
szerepet toltenek be a ndvekedés leallitas specifikus fehérje 6 (Gas6) és protein S molekulak,
melyek a TAM (Tyro3, Axl, Mer) tirozin kinaz receptor csalad tagjaival kapcsoljak dssze a
PS-t (Anderson és mtsai, 2003). Tovabbi potencialis 6sszekotd molekulak a komplement
komponens 1q (C1q), mely a komplement rendszer egyik eleme és szintén a PS-hez kotédik
az apoptotikus sejtek felszinén, valamint a trombospondin-1 (TSP-1), mely CD36
receptorhoz kotodve segiti eld az elhalt sejtek megkdtését (Paidassi és mtsai, 2008; Savill és
mtsai, 1992). A fagocitak kiilonb6z6 receptorokkal (pl. kalretikulin-asszocialt CD91)
ismerhetik fel a C1g-t (Ogden és mtsai, 2001). A Clq az apoptotikus sejtfelszinen 1évo
Annexin A2 és A5 molekuldkat is Osszekapcsolhatja a makrofagok kalretikulin-asszocialt
CD91 vagy F1 scavenger receptoraival (SCARF1) (Gardai és mtsai, 2005; Szondy és mtsai,
2017). Ezen kiviill a makrofagok Clq altali aktivacidja befolyasolja a MerTK és Gas6
expresszidjat is (Galvan és mtsai, 2012). A PS metabolizmus szarmazékai szintén
hozzajarulhatnak az apoptotikus sejtek felismeréséhez. Néhany fagocita receptor, mint pl. a
CD36, CD14 (Devitt és mtsai, 1998) és CD68 scavenger receptorok, modositott lipideket, igy
pl. oxidalt PS-t képesek felismerni (Greenberg és mtsai, 2006). A CD36 integrinekkel
egyiittmiitkddve, TSP-1 fiiggd modon segiti az apoptotikus sejtek internalizacigjat (Fadok és
mtsai, 1998b).
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Apoptotikus sejt

Foszfatidilszerin Kalretikulin Ciq

Integrin = a3 i " i i
g MerTK  Tim4 BAI1 CD300f RAGE Stab2  CD91 MEGF10 Scarfi
avB3/5 (TAM kinazok)

Makrofag

3. dbra: Az apoptotikus sejtek felismerésében szerepet jdatszo makrofig receptorok Az
apoptotikus sejtek dltal a sejtfelszinen kifejezett “egyel meg” jeleket (pl. PS, kalretikulin) a
makrofagok kiilonbozé receptoraikkal ismerik fel. A PS felismerése torténhet direkt PS
receptorokkal (7im fehérje csalad tagjai, BAIl, Stabilin-2, CD300f, RAGE), vagy indirekt
modon, hidképzé molekuldakon (MFG-ES8, Gas6, protein S, C1q) keresztiil. A PS-hez kétddaott
MFG-E8-at az integrin oyfi3s, a Gas6-ot és a protein S-t pedig a MerTK (TAM kindzok)
ismeri fel. A Clq hidképzé molekula receptora az MEGF10 és a Scarfl. A kalretikulin az
apoptotikus sejtek felszinén PS-hez vagy Clq-hoz kotddik, és a CD9L ismeri fel. Az dbra
(Park és Kim, 2017) alapjan lett modositva.

A nekrotikus sejtek eltakaritasa kevésbé kutatott teriilet, azonban az mar bizonyitott,
hogy a nekrotikus sejtek felszinén is megjelenik a PS (Lecoeur és mtsai, 2001; Krysko és
mtsai, 2004), igy a nekrotikus sejtek felismerése is torténhet PS fiiggé mechanizmusokkal
(Hirt és Leist, 2003; Brouckaert és mtsai, 2004). Egyes, az apoptotikus sejtek felvételében is
szerepet jatszo fagocita receptorok ¢és egyéb molekuldk szerepét mar bizonyitottak a
nekrotikus sejtfelvételnél. Igy pl. a CD14, a trombospondin-CD36-0,B3 komplex és a Clq
komplement komponens is hozzajarulnak a nekrotikus sejtek felvételéhez (Bottcher és mtsai,
2006).
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Néhany esetben egészséges sejtek is szamottevd mennyiségli PS-t fejeznek ki a
felsziniikon. Ilyen az aktivalt B és T sejtek esete. A fagocitozist elkeriilendd ezek a sejtek ne
egyél meg” jeleket is Kifejeznek felsziniikkon. A CD31 az egyik ilyen molekula, mely
homotipikus (sajat-sajat) interakciot kialakitva képes elkeriilni a bekebelezést (Brown és
mtsai, 2002). A CD47 egy masik ilyen "ne egyél meg” molekula az €16 sejtek felszinén. A
CDA47 a fagocita felszinén 1év6 szignal regulatorikus fehérje alfa (SIRPa) receptorhoz kotédik
(Tsai és Discher, 2008), mely hatasara tirozin foszfatazok (SHP-1, SHP-2) aktivalodnak,
beinditva egy defoszforilaciés kaszkadot és a miozin II gatlasat, igy megakadalyozva a

fagocitozishoz sziikséges sejtmozgast.

1.2.3 Az elhalt sejtek internalizaciéja és a kozben aktivalodo jelatviteli atvonalak

Az immunrendszer kiilonb6z6 célpontjainak, mint pl. az apoptotikus sejtek vagy az
opszonizalt patogének fagocitozisa bar kiillonbozoé receptorok kdzremiikodésével kezdodik,
de a komplex jelatviteli utvonalak mind a citoszkeletalis aktin halozat atalakitasaval,
fagoszoma képzodéssel, zarddassal és éréssel végzédnek. Az apoptotikus sejtek ’egyél meg”
jelei és a makrofagok sejtfelszini receptorai kozotti interakcid kovetkeztében kiilonféle
jelatviteli utvonalak aktivalodnak. A Tim-4 onalléan nem kozvetit fagocitozist elindito
jelatviteli utvonalat (Park és mtsai, 2009), igy csak mas fehérjékkel egyiittmikodve vesz részt
az apoptotikus sejtek internalizdcidjdban. A Tim-4 partnereként a MerTK és az integrin 1
mitkddnek, melyek tovabbitjak a jeleket a Tim-4-en keresztiil torténd PS felismerést kvetden
(Nishi és mtsai, 2014; Flannagan ¢és mtsai, 2014). A Bail a G-fehérjéhez kapcsolt
receptorcsaladba tartozik, melyek 7 transzmembran doménnel rendelkeznek. A Bail a PS
kotést kovetden a DOCK180/ELMO1 komplexel kapcsolatba 1épve aktivalja a Ras-szerti C3
botulinum toxin szubsztrat 1-et (Racl). A CD300f a foszfatidil-inozitol-3-kinaz (P13K)
utvonalon keresztiil, az F-aktint szabalyoz6 Rac1/Cdc42 GTPazok aktivalasaval szabalyozza
az apoptotikus sejtek bekebelezését (Tian és mtsai, 2014). A CD300b az immunreceptor
tirozin alapu aktivacios motivum (ITAM) doménjén keresztiil 1étesit kapcsolatot a DAP12
fehérjével, igy aktivalja a PI3K/Akt jelatviteli utvonalat (Murakami és mtsai, 2014).

Az apoptotikus sejtek felvételében szerepet jatszo receptorok harom evolucidsan
konzervalt jelatviteli Gtvonalat aktivalnak, melyek aktivaljdk a Rac kis G fehérjét, mely a
citoszkeletalis aktin (jraszervezddését ¢és a fagocitdzishoz sziikséges lamellipodium

képzddést segiti el (Kinchen és mtsai, 2005; Park és Kim, 2017).
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Ezek az utvonalak a CED-1, -6 és -7 utvonal, a CED-2, -5 és -12 utvonal, valamint az
ABI-1 és ABL-1 utvonal (4. abra), melyek mivel Caenorhabditis elegans (C. elegans)
fonalféreg modellben kertiltek felfedezésre, igy az ott jelen 1évé fehérjék alapjan lettek
elnevezve (Wu és Horvitz, 1998a; Wu és Horvitz, 1998b; Reddien és Horvitz, 2000; Liu és
Hengartner, 1998). A CED-1, 6 és 7 utvonalon keresztiil tovabbitja a jelet pl. a Stabilin-2
(Park és mtsai, 2008b), a CED-2, 5 és 12 utvonalat hasznalja pl. a Bail és az integrin a,fs
(Park és mtsai, 2007; Albert és mtsai, 2000).

Az elsé utvonalban szerepldé CED-1 emlds homoldgjai, a tobbszorés EGF-szeri
domén 10 (MEGF10) és a Jedi/MEGF12, fagocita receptorként funkcionalnak az apoptotikus
sejtek eltakaritasa soran (Wu és mtsai, 2009; Scheib és mtsai, 2012). A CED-7 emlés
ortologjai az ABCAIl ¢és ABCA7 fehérjék, melyek az ATP kotd kazettat tartalmazo
transzporter csalad tagjaiként szamos anyag plazmamembranon kersztlil zajlo transzportjat
végzik. Emellett szerepet jatszanak az apoptotikus sejtek eltakaritasaban is, de ennek pontos
mechanizmusa még ismeretlen (Jehle és mtsai, 2006; Hamon és mtsai, 2000). Mindenesetre
azt feltételezik, hogy a CED-7 a CED-1-en keresztiil vesz részt a szignalizacioban (Venegas
¢s Zhou, 2007). A jelatvitel kovetkezd 1épésében a CED-1/MEGF10 citoplazmatikus
bekebelezési adaptor fehérje 1 (Gulpl) kapcesolodik foszfotirozin k6td doménje segitségével
(Liu és Hengartner, 1998). A CED-6/Gulpl valdszinileg a DYN-1-et, illetve emlés
homologjat a dinamint aktivalja (Yu és mtsai, 2006), mely hatasara beindul a citoszkeletalis
atrendez6dés (Hamon €s mtsai, 2006; Sullivan és mtsai, 2014). A Gulpl jelatviteli utvonal a
Racl-nél (a CED-10 ortologja) fut dssze a tobbi utvonallal (Kinchen és mtsai, 2005). A
Gulpl és a Racl kozotti intermedierek egyeldre ismeretlenek.

A masodik utvonalban szereplé CED-2, -5 és -12 emlds homolédgjai a Crkll, a
DOCK180 ¢és az ELMO1. A CrkII kapcsolatba 1ép a DOCK180 guanin nukleotid cserélé
faktorral, mely ennek hatasara serkenti a Racl aktivaciojat (Albert és mtsai, 2000). Az
ELMO1 a DOCK180-hoz kapcsolddva szintén segiti a Racl aktivalodasat (Gumienny és
mtsai, 2001; Wu és mtsai, 2001).

A harmadik jelatviteli Ut sordn az ABI-1 a Racl aktivitas szabalyozéasan keresztiil,
vagy attol fliggetlen uton is segitheti az apoptotikus sejtek eltakaritasat. Az ABL-1 az ABI-1-
hez koétddve a fagocitdzis negativ szabdlyozdjaként vesz részt a folyamatban (Hurwitz és
mtsai, 2009). A harmadik jelatviteli ut emlés megfeleldje egyelére még felfedezésre var.

A dinamin (DYN-1) atipikus GTPaz részt vesz az apoptotikus sejtek (Yu és mtsai,

2006), a zimozan, valamint az immunglobulin G ¢és a komplement komponens 3b; altal
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opszonizalt részecskék felvételében is, annak ellenére, hogy mindezek kiilonbozd fagocita
receptorok segitségével keriilnek felismerésre (Gold és mtsai, 1999). A DYN-1 szerepe a
bekebebelezési fazisban mutatkozik meg, mikor a részecskéket gyorsan bekeriti és
internalizalja a fagocita sejt. A DYN-1 a membran kitiiremkedések kialakulasahoz és az allab

képzddéshez (Yu és mtsai, 2006; Gold és mtsai, 1999), valamint a sejten beliil a fagoszéma

levalasahoz jarul hozza (Marie-Anais és mtsai, 2016).

elhalt sejt

integrin ovBs
citoszkeletdlis
atrendezodés

CED-5
DOCK180

ABL-1

") CED-12 T\

~ ELMOLI )

A
o)
DYN-1
dinamin
CED-10
fagocita sejt Racl

4. dabra: Az elhalt sejtek internalizdcidja kozben aktivilodo jelatviteli vitvonalak Bal oldalt
a CED-1, -6 és -7 utvonalban részt vevé fehérjéket (Stabilin 2, CED-1/MEGF10, CED-
6/Gulpl, CED-7/ABCA1, DYN-1/dinamin, CED-10/Racl), jobbra a CED-2, -5, és -12
utvonal fehérjéit (integrin oyfs, Bail, CED-2/Crkll, CED-5/DOCK180, CED-12/ELMO1,
CED-10/Racl), végiil jobb alul az ABL-1 és ABI-1 utvonal résztvevéit (ABL-1, ABI-1, CED-
10/Racl) lathatjuk. A homolog fehérjék esetében feliil a C. elegansban megtaldlhato fehérje,
alul az emlds megfeleldjének neve van feltiintetve. Az abra a biorender program segitségével
keésziilt.

Egyre tobb kutatas bizonyitja, hogy a nukleozid-difoszfat-kinaz (NDPK) fehérjék a
dinamin miikodéséhez sziikséges interakcios partnereként funkcionalhatnak. Az NDPK-k
foszfat csoportot juttatnak a nukleozid-difoszfatokra, igy nukleozid-trifoszfatokat hoznak

létre, melyek energiaforrasként szolgalnak a sejt kiilonb6zd folyamataihoz (Steeg és mitsai,
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2003). Az NDPK-k ellatjak guanozin-trifoszfattal (GTP) a dinamin szupercsalad GTPazait,
igy lehetévé téve azok legnagyobb termodinamikai hatékonysaggal torténé miikodését (Takei
¢és mtsai, 1995; Sweitzer és Hinshaw, 1998; Roux és mtsai, 2006). A dinamin és NDPK-k
kolcsonhatasat tobb fajban is vizsgaltdk. Drosophilaban bizonyitottdk, hogy az NDPK
aktivitas kb. 98%-aért feleldos AWD fehérje dinaminnal vald egyiittmiikddése sziikséges a
szinaptikus membran internalizaciés folyamatokhoz (Krishnan és mtsai, 2001). A human
NDPK-k, a citoszolikus NM23-H1 (Nmel), valamint a mitokondrialis NM23-H4 (Nme4) is
szerepet jatszanak a membran atalakito folyamatokban, a dinamin fehérjecsalad tagjainak
funkcidjat tamogatva (Boissan és mtsai, 2014). Vellainé Takacs Krisztina munkacsoportja C.
elegans modellorganizmust hasznalva bizonyitotta, hogy a férgekben jelen 1év6 NDPK, az

NDK-1 részt vesz az apoptotikus sejtek internalizacidjaban (Fancsalszky és mtsai, 2014).

1.2.4 Az apoptotikus sejtek és makrofagok altali fagocitézisuk immunszabalyozo

funkcioi

Az apoptotikus sejtek hatékony és gyors eltakaritdsara rendkiviil nagy sziikség van a
szoveti homeosztdzis fenntartdsa érdekében. A szervezetiinkben folyamatosan keletkezd
apoptotikus sejtek ¢és eltakaritisuk a szervezet professzionalis fagocita sejtjei, vagy a
kornyez6 sejtek altal normal esetben nem okoznak gyulladast vagy autoimmunitast (Hart és
mtsai, 2008). Igy fertézés vagy steril gyulladas hidnydban az apoptozist, illetve az
apoptotikus sejtek bekebelezését immunoldgiailag csendes, sét gyulladdscsokkentd
folyamatnak tekinthetjiik, ugyanis az apoptotikus sejtek az 6ket felvett makrofagokban
kifejezetten anti-inflammatorikus Gtvonalakat indukélnak (5. 4bra). igy pl. a Gram-negativ
baktériumok sejtfaldban megtaldlhatd lipopoliszacharid (LPS) hatdsara 1étrejovo gyulladasi
valasz jelentdsen csokken, ha a makrofagokat eldinkubdljuk apoptotikus sejtekkel (Voll és
mtsai, 1997). Ezen kiviil, a gyulladas kialakulasat kovetdéen az apoptotikus neutrofil
granulocitak makrofagok altali bekebelezése segit elinditani a gyulladasos folyamat
befejezését, igy hozzajarul a gyulladéast kovetd megfeleld szovetregeneracidohoz (Savill és

mtsai, 2002; Thorp, 2012).

1.2.4.1 Az apoptotikus sejtek altal kibocsatott immunszabalyozé molekulak

Erdekes modon az apoptotikus sejtek, ellentétben a primer nekrotikus sejtekkel,

valamilyen szinten még akkor is megtartjak az anti-inflammatorikus jellegiiket, ha szekunder
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nekrozison esnek at és sejttartalmuk kijut a szévetek kozé (Birge és mtsai, 2008). Ez azzal
magyarazhat6, hogy az apoptotikus sejtekben a DAMP molekuldk megvaltoznak, igy a
sejtbol valo kijutast kovetden sem érik el ugyanazt a hatast, mint, melyek egy hirtelen hatasra
karosodott nekrotikus sejtbdl szabadulnak fel. Az egyik ilyen fontos DAMP a genomi DNS,
mely tobbek kozott beinditja a dendritikus sejtek érését (Marichal és mtsai, 2011).
Apoptotikus sejtekben a genomi DNS CAD-ok altali erds hidrolizisének kovetkeztében kb.
200 bp méreti DNS frangmentek keletkeznek, melyek joval kevésbé rendelkeznek
immunrendszer aktivalo tulajdonsaggal (Enari és mtsai, 1998). Ha a DNS degradacidja nem
megy végbe az elhalo sejtben vagy az azt bekebelez6 fagocita sejtben, akkor DNS-specifikus
antitestek megjelenése altal autoimmunitas alakul ki (Enari és mtsai, 1998), mely arra
vezethetd vissza, hogy a nem megfeleléen megemésztett DNS fragmenteket a
makrofagokban felismeri a retinsav-indukalhat6 gén I (RIG-I) mintazatfelismer6 receptor, igy
aktivalodik az interferonok és kiilonbozd gyulladési citokinek génexpresszidjat aktivalo
interferon szabalyozo faktor 3 (IRF-3) transzkripcios faktor (Okabe és mtsai, 2009). Az
aktivalt kaszpaz-8 is akadalyozza a RIG-I/IRF-3 utvonalat, a RIPK1 proteolitikus
inaktivalasan keresztiil, mely a RIG-I komplex egyik fontos komponense (Rajput és mtsai,
2011). A sejtmagban a kromatin szerkezet kialakitasaban részt vevo nagy mobilitast csoport
1 (HMGB1) fehérje egy masik jol ismert DAMP, mely nekrotikus sejtekbdl passziv modon
tavozik, azonban apoptotikus sejtekben a hiszton fehérjék kaszpaz fiiggd hipoacetilaciojanak
koszonhetden er6sen a DNS-hez kdtve marad (Scaffidi és mtsai, 2002).

Az apoptotikus sejtek szamos anti-inflammatorikus molekulat, igy pl. transzformald
novekedési faktor béta (TGFP) és IL10 citokineket bocsatanak ki (Chen és mtasi, 2001; Gao
¢s mtsai, 1998). A TGFB a monocita migracid stimuldlasaval és novekedési faktorok
termelésével részt vesz a gyulladasi valasz kialakuldsaban (Wahl és mtsai, 1992), valamint
szamos egy¢b funkcidjaval a visszaszoritdsdban is. Ilyen pl. a neutrofilek és T limfocitak
deaktivalasa (Tsunawaki és mtsai, 1988), és a TNFa hatasanak ellenstilyozasa (Tsunawaki és
mtsai, 1988). Ezen kiviil a TGFp és az IL10 hozzijarulnak a regulatorikus T sejtek (Treg)
mely fontos szerepet jatszik az autoimmunitds kialakuldsdnak megakadalyozéasaban
(Sakaguchi és mtsai, 2010).

Az apoptotikus sejtek altal termelt annexin Al fehérjét eredetileg egy bekebelezési
jelként azonositottak, mely az apoptotikus sejtek hatékony eltakaritasat segiti (Arur és mtsai,

2003), azonban az apoptotikus sejtek felszinén 1évé annexin Al ezen felil gatolja a
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dendritikus sejtek és ezaltal a T sejtek aktivacidjat is az apoptotikus sejtekbdl szarmazod
antigének ellen (Weyd és mtsai, 2013). Az annexin A5 és A13 molekulak szintén csokkentik
a dendritikus sejtek aktivaciojat, igy hozzajarulnak az apoptotikus sejtekkel szembeni
immuntolerancidhoz (Linke és mtsai, 2015). Az annexin Al gyulladdsi monocitdk esetében
képes csillapitani az IL6 hatésait, valamint a TNFo termelését is (Pupjalis és mtsai, 2011).

Az apoptotikus sejtek a gyulladési sejtek toborzasat gatld jeleket is kibocsatanak, ezek
az un. “maradj tavol” (Stay away) szignalok. Az apoptotikus stimulusra termel6dé laktoferrin
monocitak és makrofagok mozgasat az apoptotikus sejtek altal kibocsatott kemotaktikus
anyagok iranyaba (Bournazou és mtsai, 2009; Bournazou és mtsai, 2010).

Szamos, az apoptotikus sejtekbdl szarmazd kemotaktikus jel szintén anti-
inflammatorikus molekulénak tekinthetd. gy pl. a TSP-1 képes aktivalni a TGFp-t (Lopez-
Dee ¢s mtsai, 2011), a fraktalkin gatolja az LPS-indukalta TNFa termelést (Zujovic és mtsai,
2000) és az LPC megakadalyozza a szintén LPS hatasra bekdvetkez6 nitrogén-monoxid (NO)
¢és gyulladasi citokin termelést (Huang és mtsai, 2010). Az ATP, amint kaszpaz szabalyozott
modon a pannexin csatornakon keresztiil kikeriil az apoptotikus sejtekbdl (Sandilos és mtsai,
2012), legtobbszor még az apoptotikus sejt felszinén azonnal adenozin-monofoszfatta (AMP)
(Yamaguchi és mtsai, 2014), majd adenozinna bomlik a bekebelez6 makrofagok sejtfelszini
5’ nukleotidaz enzimjének hatasara (Sandor és mtsai, 2017; Koroskényi és mtsai, 2011). Az
igy keletkez6 adenozin a makrofagok A,a receptorain (A2AR) hatva az adenilat
ciklaz/protein kinaz A tvonalon keresztiil csokkenti a NO fiiggd neutrofil migraciot serkentd
faktorok (pl. MIP2) termelédését (Koroskényi és mtsai, 2011). A makrofagok felszinén
tobbféle adenozin receptor is megtalalhatd, a mar emlitett Aoa mellett pl. az A; (A3R) is
kifejezodik. Az A2AR-el ellentétben az A3R tdmogatja a neutrofil migraciot serkentd
faktorok felszabadulasat a fagocitaldé makrofagokbol (Durd és mtsai, 2014). Hogy ennek
ellenére az adenozin mégis csak anti-inflammatorikus valaszokat valt ki, annak kdszonhetd,
hogy az A2AR expresszidja né (Koroskényi és mtsai, 2011), az A3R expresszidja pedig

csokken az apoptotikus sejtet bekebelezé makrofagokban (Dur6 és mtsai, 2014).
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1.2.4.2 A makrofagok immunszabalyozé funkcioi apoptotikus sejtek bekebelezését

kovetoen

1.2.4.2.1 Anti-inflammatorikus jelatviteli utvonalak aktivalodasa sejtfelszini fagocita

receptorokon keresztiil

Az apoptotikus sejtek felszinére keriilt PS amellett, hogy “egyél meg” jelként
funkcional, fokozza a koleszterol kiaramlast a bekebelezd sejtbdl, igy eldsegitve a
homeosztazis fenntartasat (Kiss és mtsai, 2006), valamint serkenti az anti-inflammatorikus
citokinek (pl. TGFpP) termelését, ezzel hozzajarulva az apoptotikus sejtekbdl felszabaduld
antigénekkel szembeni immmuntolerancia kialakitasahoz (Huynh és mtsai, 2002). A PS
receptorok koziil pl. a Stabilin-2 szerepet jatszik a fagocitalo makrofagok fokozott TGFB1
termelésének elinditasaban (Park és mtsai, 2008a). A MerTK PS receptor direkt anti-
inflammatorikus hatasa az LPS-indukalt kappa B inhibitor (IkB) degradacio
megakadalyozasan keresztiil érvényesiil, igy gatolja a nuklearis faktor kappa B-t (NF-kB) és
az altala aktivalodo gyulladasos folyamatokat (Tibrewal és mtsai, 2008). A tobbi fagocita
receptor szerepét az apoptotikus sejtek fagocitozisat kisérd anti-inflammatorikus hatasokban
még vizsgaljak, az azonban tisztazodni latszik, hogy a CD36 és az ayf3 integrin receptorok
nem vesznek részt a folyamatban (Lucas és mtsai, 2006). Erdekes moédon a TG2 integrin
koreceptor hianyaban pro-inflammatorikus citokinek termelédnek apoptotikus sejtek
bekebelezését kovetden (Falasca és mtsai, 2005). Ez a jelenség azonban valosziniileg nem az
integrin jelatvitel zavarara, hanem a TG2 TGFB makrofagok altali aktivacidjaban betoltott

szerepére vezethetd vissza (Nunes és mtsai, 1995).

1.2.4.2.2 Anti-inflammatorikus jelatviteli utvonalak aktivalodasa magreceptorokon

keresztiil

A makrofagok altal felvett apoptotikus sejtek lebontdsanak gyorsan meg kell
torténnie, hogy a fagocita Uijra tovabbi sejtek eltavolitasara alkalmas allapotba keriiljon. Az
elhalt sejtek bekebelezése nagy metabolikus stresszt jelent a makrofagok szdmara, melyre
metabolizmusuk tobb ponton térténd megvaltoztatasaval reagalnak. Ezek a valtozasok az
immunszuppressziv folyamatokhoz is hozzajarulnak. Igy pl. a lipid érzékeld receptorok,
melyek a bekebelezés soran transzkripcids szinten szabalyozzak a lipidek metabolikus

folyamatait, egyben gatoljdk a gyulladasi folymatokat is, melyeket pl. patogén
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mintazatfelismerd receptor (TLR) jelatvitel indit el a makrofagokban. Normal esetben az NF-
KB célgénjei a promotereiken 1évé korepresszor komplexeknek koszonhetden csendesitve
vannak. Gyulladasi jelatvitel hatasara a korepresszor komplex fehérjéi ubikvitinalodnak és a
19S proteoszoma altal lebomlanak, mikdzben az aktivalodott NF-kB a sejtmagba
transzlokalodik, és a gyulladasi gének promotereihez kotddve aktivalja azok expressziojat.
Apoptotikus sejtek bekebelezése soran a PPARy magreceptor ligand kotddés hatasara
megakadalyozza az NF-kB medidt gének expresszidjat, mégpedig a korepresszorok
promoterekhez vald kotdédésének fenntartasaval. A PPARy-hoz hasonld transzrepresszidra
képes a maj X receptor (LXR) magreceptor is. Ezek a receptorok a ligandjuk kotodését
kovetden konformacié valtozason esnek at, melynek hatasara szumoilalodhatnak, igy a
korepresszor komplexhez kotédnek, megakadalyozva annak proteolitikus lebomlasat (Kidani
¢s mtsai, 2012).

A PPARS szignalit szintén akadédlyozza az NF-kB 4altal medidlt génexpressziot,
azonban mas utvonalon keresztiil. A PPARS ligand hianyaban koti a BCL-6 transzkripcios
faktort, mely mikor a PPARS ligand kotését kovetden felszabadul, szekvencia specifikus
represszorként gatolja a gyulladasi gének kifejezodését (Lee és mtsai, 2003).

A magreceptorok ligand kotést kovetden serkentik kiilonb6zd fagocita receptorok
génexpresszojat is, ezaltal novelve a makrofagok fagocitdzis kapacitasat. Némelyik receptor,
mint pl. a MerTK expresszidjanak LXR altali ndvelése direkt médon torténik, azonban mas
receptoroké a retinsav receptor alfa (RARa) kozremiikodésével (Rébé és mtsai, 2009; Sarang
¢s mtsai, 2014). Az apoptotikus sejteket fagocitald makrofagokban a magreceptorok
aktivacioja serkenti a retinsav szintézisért felel6s retinaldehid-dehidrogenaz (RALDH) enzim
expresszidjat (Garabuczi és mtsai, 2013). A retinsavak, koztik a RAR és a retinoid X
receptor (RXR) ligandjali, felerésitik a lipid érzékelé magreceptorok és a retinsav receptorok
transzkripcios aktivitasat (Sarang és mtsai, 2014). Az aktivalt magreceptorok az adenozin
anti-inflammatorikus hatasaért felelos A2AR expresszidjat is serkentik (Koroskényi és mtsai,
2011).

A lipid érzékeld magreceptorokon kiviil az Nrd4al 4arva magreceptor is anti-
inflammatorikus hatassal bir az apoptotikus sejtek bekebelezése soran (Ipseiz és mtsai, 2014),
ugyanis szintén gatolja a TLR jelatvitelt az NF-kB aktivalodasanak megakadalyozasan
keresztiil (Li és mtsai, 2016; Li és mtsai, 2015).
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1.2.4.2.3 Az apoptotikus sejtek felvételét kovetoen a makrofagok altal termelt anti-

inflammatorikus molekulak

Az apoptotikus sejtfelvételt kovetden a makrofagok altal termelt molekulak koziil az
elséként felfedezett TGFP és IL10 anti-inflammatorikus citokineken (Voll és mtsai, 1997;
Fadok és mtsai, 1998a) kiviill mar szamos mas molekulat is azonositottak. Ezek kozott
megtalalhatoak lipid mediatorok, mint pl. a prosztaglandin E; és Fi,, lipoxin A4 vagy a
vérlemezke-aktivalo faktor, melyek szintézise TGFP fiiggd (Freire-de-Lima és mtsai, 2006).

A bekebelezés soran a makrofagokban termelddd retinoidok szintén kikertilhetnek a
kornyezetbe és hozzajarulhatnak a TGFP fliggd Treg Sejtek képzddéséhez. A Ty Sejtek
kozponti szerepet jatszanak az autoimmunitas kialakuldsanak elkertilésében, igy a TGFp és a
retinoidok nagyban hozzajarulnak ahhoz, hogy az apoptotikus sejtek bekebelezését kdvetden

nem alakul ki autoimmun folyamat (Sakaguchi és mtsai, 2010).
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5. dabra Az apoptotikus sejtek anti-inflammatorikus hatdsai Az apoptotikus sejtek kiilonbozd
anti-inflammatorikus molekulakat termelnek (pl. TGFf, IL10, annexin I, TSP-1, fraktalkin),
hogy gatoljak a fagocita sejtek gyulladasi citokin termelését. Az ATP, miutan kijutott az
apoptotikus sejtbol a kaszpdzok dltal szabalyozott pannexin csatorndan keresztiil, gyorsan
adenozinna alakul a makrofagok sejtfelszini 5’ nukleotidaz aktivitasanak koszénhetoen. Az
igy keletkezé adenozin a makrofagok A2A receptoran keresztiil gatolja a fagocita sejtben a
NO fiiggé neutrofil migracios faktorok termelddését, gyulladasi kozegben pedig az LPS
indukalta gyulladasi citokin termelést. Az apoptotikus sejtek felszinén lévo PS szamos PS
érzékelé receptort aktival a makrofiagokon, melyek koziil néhany a pro-inflammatorkus
citokinek termelését akadalyozo jelatviteli utvonalakat indukal. A bekebekezést kovetéen az
apoptotikus sejtek lipid tartalma aktivalja a fagocita lipid érzékelé magreceptorait (pl. LXR-
ok, PPAR-ok), melyek ennek hatdsara gatoljak az NF-kB dltal szabdlyozott gyulladdsi citokin
termelést. Az apoptotikus sejteket bekebelezo makrofagok altal termelt TGFEp, ILI10 és
retinoidok parakrin és autokrin modon hatva erdsitik és fenntartjak az anti-inflammatorikus
valaszt és hozzajarulnak a Trey sejtek képzddéséhez, ezaltal pedig az autoimmunitas
kialakulasanak megakadalyozasahoz. Az abra a biorender program segitségével késziilt.
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1.3 Elhalt sejtek eltakaritasa szovetregeneracio soran

A gyulladast altaldban negativ eseményként értelmezziik, azonban az akut szoveti
sériilések esetében a gyulladas elengedhetetlen a megfeleld regeneracid lezajlasahoz. Akar
egy bakterialis vagy virdlis fertézés esetén, a steril szoveti sériilés hatasara is bekdvetkezik
egy pro-inflammatorikus valasz, mely soran gyulladasi sejtek toborzasa torténik a sériilés
helyére. Ezt koveti a sériilt, elhalt sejtek, sejttormelékek fagocitak altali eltakaritdsa, ami
hozzéjarul a gyulladds megsziinéséhez. Ekkor kezddédik el a szdvetregeneracidé masodik
fazisa, mely sordn a valddi regeneracié zajlik, mely magaban foglalja az ECM
ujraszervez6dését, az érképzddést, és a szoveti homeosztazis helyreallitasat.

A makrofagok szamos szovet regeneracidja soran mind a pro-inflammatorikus, mind a
felépiilési fazisban fontos szerepet jatszanak, ugyanis hozzajarulnak a gyulladés
kialakuldsdhoz és a megsziinéséhez is. Hogy ezeket az eltérd funkciokat el tudjak latni, a
makrofagok folyamatosan valtoztatjak gyulladasi allapotukat a regeneracio soran. Ezeket a
makrofag alcsoportokat legegyszeriibben a sejtfelszinen kifejezett markerek alapjan tudjuk
beazonositani (Geissmann ¢és mtsai, 2003). A karosodott szdvetek olyan monocitakat
vonzanak, melyek limfocita antigén 6 komplexet (Ly6C), CCL2 kemokin receptort (CCR2)
¢és alacsony mennyiségii CX3CR1-et fejeznek ki felsziniikon. Ezekbél a monocitakbdl a
szovetek kozt CCR2-6t nem tartalmaz6 makrofagok lesznek, melyek csak rovid ideig vannak
jelen a karosodott helyen, majd atalakulnak Ly6C-t nem, de CX3CR1-et nagy mennyiségben
kifejez6 makrofagokka, melyek a regeneracio végéig jelen vannak (Juban és Chazaud, 2017).
Az in vivo felfedezések el6tt a makrofagok gyulladasi fazisairol, mas néven polarizaciojarol
kizardlag in vitro kisérletek alapjan volt informacionk, melyek soran elsGsorban human
monocita eredetli makrofagokat stimulaltak kiilonb6z6 -citokinekkel. Innen erednek a
makrofag aktivacios allapotok M1 és M2 elnevezései. Az M1 makrofagok interferon y (IFNy)
vagy LPS, mig az M2 makrofagok IL4 vagy makrofag koloniastimulalo faktor (M-CSF)
hatasara jonnek létre. Ezek az in vitro 1étrehozhato, jol elkiiloniilé makrofag polarizacios
allapotok in vivo nem figyelheték meg, ugyanis a szoveti kornyezetben joval tobb faktor
jatszik szerepet a makrofagok gyulladasi allapotanak kialakitasaban. Igy in vivo az aktivacios
allapotok egész spektruma jellemezheti a szovetben jelen 1évé makrofagokat (Mosser és

Edwards, 2008).
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1.3.1 Vazizom regeneracio, mint a szoveti regeneracié vizsgalatahoz hasznalatos

modell

A szdveti regeneracid soran bekovetkezd események megfigyeléséhez kivalo modell a
sériilést kovetd vazizom regeneracio, mely soran a kiillonbozd sejtek kinetikdja, gyulladasi
allapota ¢és egyéb tulajdonsagai mar jol ismertek. A vézizom kérosodasa kiilonb6zo
stimulusokkal (pl. zGzddas, fagyasztas, toxin injekcio) kivalthatd, de a regeneracid soran,

ezektdl fliggetleniil, hasonld sejtes és molekularis események zajlanak le.

1.3.1.1 A vazizom felépitése

A vazizmokat hosszli, henger alakd, tobbmagvu izomrostok/miocitak alkotjak,
melyeket kotdszovet tart 0ssze. Minden izomrost miofibrillumokbdl all, melyek tartalmazzak
az izom legkissebb funkciondlis egységeit, a szarkomereket. A szarkomerek dontden az
izomkontrakcioért felelés aktin és miozin fehérjékbél allnak. Az alapmembran és az
izomrostok plazmamembranja kozott nyugvo allapotban 1€évé Ossejtek is taldlhatok az
izomban. Ezek az un. szetellita sejtek feleldsek a sziiletést kovetd vazizom nodvekedésért,

fenntartasért és regeneracioért (Mauro, 1961) (6. abra).
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6. dbra: A vazizom felépitése A harantcsikolt izomrostok tobbmagvi oridas sejtek, melyekben
a miofilamentumok oOsszerendezodve miofibrillumokat képeznek. A miofibrillumok aktint és
miozint tartalmazo Osszehuzodasi  egységei a szarkomerek, melyek a szomszédos
miofibrillumokon azonos magassagban helyezkednek el, ebbol adodik a harantcsikolat. A
bazalis lamina és az izomrostok plazmamembranja kozétt nyugvo dllapotban talalhato
ossejtek a szatellita sejtek. Az abra (Relaix és Zammit, 2012) alapjan lett modositva.

1.3.1.2 A vazizom regeneracio folyamata

Sériilést kovetden a vazizom sokmagvu sejtjei, az izomrostok nekrdzissal halnak el és
steril gyulladas alakul ki. Ennek hatdsara az izom &ssejtjei, a szatellita sejtek aktivalodnak és
elindul benniik a miogenikus program (Snow, 1977). Ezzel egyidoben immunsejtek, koztiik
makrofagok és neutrofil granulocitdk infiltraljdk a sériilt teriiletet. A regeneracid kezdeti
gyulladasos fazisa soran megfigyelhetjilk a miogén és a fibro-adipogén progenitorok (FAP)
felszaporodasat, a pro-inflammatorikus immunsejtek (neutrofilek, gyulladasi makrofagok)
szamanak novekedését és a nekrotikus izomrostok eltakaritasat. Néhany nappal késébb a
neutrofilek eltlinnek és egyre tobb makrofag jelenik meg. Az izomregeneracid6 masodik

.....

keletkezett, kisméretii izomrostok megjelenésével veszi kezdetét. A FAP-0k szama csokken,
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angiogenezis figyelhetd meg. Végiil az Ujonnan keletkezett izomrostok megndnek, és
visszaall az izomszovet eredeti allapota (Yin és mtsai, 2013). A megfelelé regeneracidhoz
szamos egymast kovetd eseménynek a megfeleld helyen, idében ¢€s sorrendben kell
végbemennie (7. abra). Ha a regeneracio elsé napjaiban tul korai anti-inflammatorikus hatas
éri az izmot, vagy néhany nappal késébb blokkoljuk az anti-infammatorikus hatasokat, akkor

a regeneracios program zavart szenvedhet (Perdiguero és mtsai, 2011).
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7. dbra: A vdzizom regenerdcio eseményei A szatellita sejtek izom rezidens dssejtek, melyek
a bazalis lamina alatt helyezkednek el nyugalmi allapotban (jobb feliil). [zom sériilés esetén a
szatellita sejtek aktivalodnak, elkezdenek mioblasztokként proliferdalni, majd ezt kévetoen
miotubulusokka fuzionalnak és differencialodnak, melyek késobb megnonek, igy helyettesitik
a karosodott izmot. Szamos egyéb sejttipus is befolydsolja a regenerdcié kimenetelét, ilyenek
pl. az erekbdl kilépo gyulladasi sejtek (bal feliil). A pro-inflammatorikus monocitik és a
Neutrofil granulocitdk (nincs abrazolva) mar nem sokkal a sériilést kovetoen megjelennek a
karosodas  helyén, ahol a monocitak pro-inflammatorikus (M1) makrofagokka
differencidalodnak. Ezek a sejtek eltavolitiak az elhalt sejttormeléket és szamos citokin
termeléséert is felelosek, melyek a mioblaszt proliferaciot tamogatjak. A regenerdacio késobbi
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tamogatjak. Az dbra (Kharraz és mtsai, 2013) alapjan lett médositva.
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1.3.1.2.1 A szatellita sejtek szerepe a vazizom regeneracio soran

A szatellita sejtek az izomregeneraciot az embriondlis izomfejlédéshez hasonld
moddon, miogenikus transzkripcids faktorok megfeleld idében torténd kifejezésével vezénylik
le. A nyugvo allapotban 1évé szatellita sejtek a Pax7 (Seale és mtsai, 2000) és a Myf5
(Beauchamp ¢s mtsai, 2000) transzkripcids faktorokat fejezik ki, ezek az Un. miogén
szabalyozé faktorokhoz (MRF) tartoznak. Sériilés esetén a szatellita sejtek aktivalodnak és
miogén prekurzorokként (mioblasztok) elkezdenek szaporodni. Ekdzben a Pax7 és a MyfS
mellett a MyoD (Sacco €s mtsai, 2008) transzkripcios faktort is kifejezik, mely szintén az
MRF-ekhez tartozik. A kés6bbiekben a miogén prekurzorok kilépnek a sejtciklusbol és
véglegesen differencialodnak, mikozben kés6i MRF-eket expresszalnak, mint pl. a miogenin
(Cornelison és Wold, 1997) és az MRF4 (Cornelison és mtsai, 2000; Smith és mtsai, 1994;
Yablonka-Reuveni és Rivera, 1994). Majd ezek a sejtek fuzionalnak egymassal és a mar
1étez6 izomsejtekkel, igy képezve 0j, mikod6képes izomrostokat. A proliferaldo miogén
prekurzorok egy kis része, mely az Onfenntartasért felelds, nem differencidlodik, hanem
represszalja a MyoD-t, valamint serkenti a Myf5 ¢és Pax7 expresszidjat, igy biztositva az

Ossejtek jelenlétét a tovabbiakban is (Kuang és mtsai, 2007).

1.3.1.2.2 A vazizom regeneraciéban részt vevé egyéb sejtek

A vazizom regeneracioban az elengedhetetlen szatellita sejteken kiviil mas sejttipusok
is fontos szerepet jatszanak. A sériilés helyén legnagyobb szamban immunsejtek fordulnak
eld. Rogton a sériilést kovetden egyrészt a keringésbdl kilépd neutrofilek €és monocitak
(Saclier és mtsai, 2013a), masrészt feltehetdleg a kornyezd kotdszovetekbdl szarmazod
makrofagok (Brigitte és mtsai, 2009) vandorolnak a sériilt izomhoz. Eozinofil granulocitak és
Treg Sejtek infiltracidjat is megfigyelhetjiik, azonban ezek joval alacsonyabb szamban vannak
jelen, mint a monocitdk/makrofagok (Mounier és mtsai, 2013). Ezeknek elssorban az
izomregeneraci6 kezdeti szakaszaban van szerepe. Az eozinofilek elsésorban a FAP-ok
(Heredia és mtsai, 2013), a Trg sejtek pedig a miogén prekurzorok sokszorozddasaban
vesznek részt (Burzyn és mtsai, 2013). Az immunsejteken kiviil a fibroblaszt sejtek is
szerepet jatszanak az izomregeneracidban. A FAP-ok szdma gyorsan megsokszorozodik a
sériilést kovetden, azonban néhany napon beliil visszatér a normal szintre (Lemos €és mtsai,

2015). Az izomregeneracio kés6bbi szakaszaban lezajldé angiogenezis sejtjei szintén

crer
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allapotba valo visszatérésiikh6z jarulnak hozza (Abou-Khalil és mtsai, 2009; Christov ¢és

mtsai, 2007).

1.3.1.2.3 Makrofagok a vazizom regeneracié soran

A Kkardiotoxin (CTX) kigyoméreg okozta izomsériilés esetén a Ly6C-t kifejezd
(Ly6C™) monocitak a CCL2-CCR2 tengelyen keresztiil 24 6ran beliil belépnek az izomba és
szamuk a masodik nap kezdetétdl csokkenni kezd, mikézben megjelennek a Ly6C-t nem
kifejezé (Ly6C") sejtek. A harmadik nap végére mar szinte az dsszes Ly6C" makrofag Ly6C”
sejtté konvertalodik (Arnold és mtsai, 2007; Varga és mtsai, 2016a). A Ly6C  makrofagok
proliferalnak és szdmuk csak akkor csokken le, amikor az izomban a regeneracid végeztével
visszaall a sériilést megel6zd allapot.

A Ly6C" és Ly6C  makrofagok egymds utani megjelenése az izomregeneracio
specialis eseményeivel kotheté 6ssze. A Ly6C" makrofagok jelenléte egybeesik a nekrozissal
elhalé izomrostok makrofagok altali eltakaritdsaval, a miogenikus dssejtek aktivacidjaval és
meg a kisméretl fiatal miotubulusok koril és ezek noévekedése, valamint az ezzel
parhuzamosan zajldé ECM ujraszervez0dés és angiogenezis soran. In vitro és in vivo
vizsgalatok is kimutattak, hogy a pro-inflammatorikus makrofagok stimulaljak a miogenikus

crer

prekurzorok proliferaciojat, mig az anti-inflammatorikus makrofagok a végsd
tamogatjak (Saclier és mtsai, 2013b). A FAP-ok sorsa az izomregeneracid soran szintén fligg
a makrofagoktol, ugyanis a makrofagok altal termelt TNFa serkenti a FAP apoptozist, mig az
altaluk termelt TGFp épp ellenkezbleg hat. A fokozott TNFa jelatvitel, illetve a makrofagok
sérillt szOvetbe torténd belépésének gatlasa talzott matrix felhalmozddashoz és
izomfibrozishoz vezet (Lemos ¢s mtsai, 2015). Makrofagok hidnydban a megfeleld
érképzOdés sem zajlik le a regeneralodd izomban (Ochoa és mtsai, 2007; Zordan €s mtsai,
2014). Az AMP aktivalt protein kinaz al (AMPKal) hianyos makrofagokkal rendelkezd
egerekben is csokkent angiogenezist tapasztaltak (Zhu ¢és mtsai, 2016), valamint
ugyanezekben az egerekben megfigyelték, hogy a gyulladdsos makrofagok az
izomregeneracid sordn nehezebben alakulnak &t a szoveti regeneraciot eldsegitd ’gyodgyitd”

makrofagokkd (Mounier és mtsai, 2013). Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az anti-
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inflammatorikus fenotipussal rendelkez6 ”gyogyitd” makrofagok a hatékony érképzédéshez

is hozzajarulnak.

1.3.1.2.3.1 A makrofagok metabolikus atprogramozasa

A makrofag polarizacio két végén elhelyezkedd M1 és M2 sejtek nem csak sejtfelszini
fehérjemintazatukban ¢és funkciojukban kiilonboznek, hanem anyagcseréljik is eltér
egymastol. Az M1 makrofagokra jellemzd, hogy anyagcseréjiikben az anaerob glikolizis
dominal. Igy pl. ezekben a sejtekben a 6-foszforukto-2-kinaz/fruktoz-2-6-biszfoszfatdz enzim
kindz aktivitasa révén magas fruktdz-2,6-biszfoszfat szint tapasztalhat6, mely serkenti a
glikolizist (Rodriguez -Prados és mtsai, 2010). A megemelkedett glikolizishez hozzajarul a
hipoxia-indukalhat6 faktor-1 a (HIF-1a), melynek transzkripciojat az NF-xB aktivalja (Kim
¢és mtsai, 2006; Rius és mtsai, 2008). A HIF-1a ezen kiviil megemeli az IL1pB expressziojat,
ezzel is hozzajarulva a pro-inflammatorikus fenotipus kialakulasahoz (Tannahill és mtsai,
2013). Az M1 makrofagokban a pentoz-foszfat utvonal (PPP) aktivitasa is megemelkedik,
mivel a képz6dé nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat redukalt formaja (NADPH)
sziikséges a NADPH oxiddz enzim miikdodéséhez, mely a ROS képzddését katalizalja.
Ezekkel ellentétben a citromsav ciklus és az oxidativ foszforilacié gatolt az M1
makrofagokban. Az oxidativ foszforilacié blokkoldsa a gyulladasi makrofagokban a HIF-1a
aktivacio hatasara termel6d6 NO altal valosul meg (Takeda és mtsai, 2010; Albina és mtsai,
1988), mely gatolja a mirokondrium belsé membranjaban 1évé elektrontranszport lanc IV.
komplexét. Az LPS aktivacié hatasara a makrofagokban a citromsav Ciklusban t6bb ponton
elakadast tapasztalhatunk, igy bizonyos intermedierek felhalmozodnak (Ryan és O’Neill,
2017). llyen pl. a szukcinat, mely részt vesz a gatolt normal mitokonrialis elektrontranszport
miatt kialakuldé forditott elektron daramlds sordn bekovetkezd mitokondridlis ROS
termelédésében (Mills és mtsai, 2016). Ezen kiviil a szukcinat szintén hozzajarul a
metabolizmus anaerob iranyba torténd eltolodasahoz a HIF-1a aktivalasan keresztiil (Selak és
mtsai, 2005). Az aktivalt M1 makrofagok az extracellularis térbe is szekretaljak a szukcinatot
¢és novelik a szukcinat receptor expresszidjat, igy a szukcinat autokrin és parakrin modon
hatva stimuldlja az IL1P termelést (Littlewood-Evans és mtsai, 2016). A makrofagok
klasszikus aktivacidja tehat metabolikus atprogramozashoz és pl. az emlds rapamicin target
komplex 1 (mMTORC1) és a mitogén-aktivalt protein kinaz (MNK) kindzok transzlacios

gatlasdhoz vezet, mely eldsegiti a gyulladdst (Su és mtsai, 2015). A masik f6 gyulladasi
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allapot az alternativan aktivalt/anti-inflammatorikus allapot, mely pl. IL4 receptor stimulalas
hatasara kovetkezik be és az M2 makrofagokat jellemzi (Sica és Mantovani, 2012; Mosser és
Edwards, 2008). Az M2 makrofagokra csokkent glikolitikus aktivitds és emelkedett
mitokondrialis oxidativ foszforilacid jellemzé (Tan és mtsai, 2015). Az IL4 hatasara
kialakulé anti-inflammatorikus fenotipus kialakulasahoz az mTORC2 ¢s a szignal
transzducer és transzkripcid aktivator 6 (STAT6)/IRF4 utvonalak aktivalodasa sziikséges,
melyek a gliik6z metabolizmust az oxidativ foszforilacié iranyaba mozditjak (Huang és
mtsai, 2016). Az M2 makrofagokban csokkent PPP miikddés, intakt citromsav ciklus és
normal irdnyu mitokondrialis elektronvandorlés tapasztalhato, igy itt nem a ROS, hanem az
ATP termel6dés hangsulyos (Haschemi és mtsai, 2012; Jha és mtsai, 2015).

A vazizom regeneracié soran jelen 1évé Ly6C’ makrofigokra inkabb pro-
inflammatorikus citokin profil jellemzo, igy tobb TNFa-t és IL1B-t fejeznek ki, mikdzben a
Ly6C" makrofagok anti-inflammatorikus profilt mutatnak, emelkedett IL10 és TGFf
expresszioval (Perdiguero és mtsai, 2011; Arnold és mtsai, 2007; Wang ¢és mtsai, 2014;
Ruffell és mtsai, 2009). Azonban a Ly6C" és Ly6C™ makrofagok génexpresszids profilja nem
egyezik az in vitro azonositott M1 és M2 makrofagokéval (Xue és mtsai, 2014).

Mint azt mar kordbban targyaltuk, az apoptotikus/elhalt sejtek fagocitozisa anti-
inflammatorikus jelatvitelt indukal a makrofagokban, ebben bizonyos metabolikus
regulatorok szerepe is bizonyitott, mint az AMPK vagy a PPAR receptorok, melyek az elhalt
sejtek felvételének hatasara aktivalodnak (Han ¢és Ravichandran, 2011). Az AMPK
aktivacioja serkenti az oxidativ foszforilaciot (Hardie, 2014) és az IL10 termelést (Zhu és
2009). A PPARYy transzkripcios faktor fontos szerepet jatszik a lipid metabolizmusban és a
gyulladasi folyamatok szabalyozasaban, ugyanis anti-inflammatorikus funkciokat lat el
(Namgaladze és Brune, 2016). Izomregeneracio soran az egyik PPARy altal szabalyozott gén
a novekedési differenciacios faktor 3-at (GDF3) kodolja, mely a TGFp fehérjecsalad tagja és
(8. abra). A Gdf3-at a ”gydgyitd” makrofagok termelik és expresszidja az izomregeneracio 3-

4. napjan a legmagasabb (Varga és mtsai, 2016D).
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8. dbra: A makrofigok fenotipus viltisa a vdzizom regenerdcié sordn A Ly6C"
makrofagokra jellemzé pro-inflammatorikus fenotipus alacsony oxidativ metabolizmussal
hozhato osszefiiggésbe. Anti-inflammatorikus makrofigga alakuldsuk sordn ezek a sejtek
fokozatosan megvaltoztatjiak a metabolizmusukat is, igy a citromsav ciklus és a
mitokondrialis oxidativ foszforilacio lesz domindns, ami a regenerdcio végéig igy marad. A
“gyogyito” Ly6C makrofdagok a szévetregeneraciohoz és az ECM ujraépiiléséhez sziikséges
faktorokat termelnek. A sejtmetabolizmus két fontos reguldtora, az AMPKal és a PPARy is
részt vesznek a makrofagok gyulladasi fenotipusanak kialakitasaban. Az AMPK ¢l az elhalt
miogenikus sejtek fagocitozisakor aktivalodik a makrofagokban és szerepet jatszik azok anti-
inflammatorikus fenotipusra valtasaban. A regenerdcio késobbi fazisaban a “gyogyito”
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tamogato novekedési faktor, a GDF3 termelését szabdlyozza. Az abra (Juban és Chazaud,
2017) alapjan lett modositva.

1.3.2 A transzglutaminaz 2 szerepe a sebgydgyulasban és az elhalt sejtek

eltakaritasaban

A transzglutamindz enzim csalad tagjai Ca?* fliggd poszttranszlacidos fehérje
moédositasokat katalizdlnak, mint pl. fehérjék keresztkotése, amin beépités, vagy hely
specifikus deamidacio (Greenberg és mtsai, 1991; Lorand és Graham, 2003). Emberben a
transzglutaminaz csalad 9 tagja ismert, melyek kozott a TG2 egyedinek szamit, ugyanis

transzglutaminaz funkcidja mellett rendelkezik GTPaz, protein diszulfid izomeraz és protein
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kinaz enzimaktivitassal is (Fésiis és Piacentini, 2002; Gundemir és mtsai, 2012). A TG2
szinte minden sejtkompartmentben jelen van, igy megtaldlhato a citoplazméaban, a
mitokondriumban, endoszomékban és a sejtmagban. A sejtfelszinen is megjelenik és az
extracellularis térbe is szekretalodhat (Belkin, 2011). A TG2 a tdbbi transzglutaminazhoz
hasonléan konzervalt 3D szerkezettel és katalitikus triaddal rendelkezik (Eckert és mtsai,
2014), de vannak egyedi szakaszai (rendezetlen vagy rovid linearis motivumok), melyek
idealis interakcios partnerré teszik mas fehérjék szamara. Igy a TG2 interakcios partnerei
lehetnek sejtadhézidhoz, migracidohoz és fagocitdzishoz kothetd fehérjék (pl. fibronektin,
szindekan-4, MFG-ES8), valamint intracellularis jelatvitelben részt vevé fehérjék (pl. al-
adrenoceptor, PLC381) is. Ezen feliil a TG2 BH3 doménjének koszonhetéen az apoptdzis
szabalyozasaban is részt vesz (Kanchan és mtsai, 2015). A TG2 széleskorli interakcios
készsége teszi lehetdvé, hogy szamos fehérje haldzatban jatszik valamilyen szerepet (Lesort
¢és mtsai, 1998; Milakovic és mtsai, 2004).

A szdveti sériilésre adott valasz kiillonb6zd események komplex sorozata, melynek
fontos elemei a gyulladas kialakulasa, sejtek migracidja és proliferacioja, az ECM
ujraszervezddése, 0j erek képzddése és az apoptozis. A sebgyodgyulashoz sziikség van a
kiilonbozé sejtek ECM komponensekkel és novekedési faktorokkal alkotott dinamikus
interakcidjara. A TG2 keresztkotd funkcidjanak koszonhetéen hozzdjarul az ECM
stabilizacidhoz és Ttjraszervezddéhez, igy fontos szerepe van a szdvetregeneracidban
(Aeschlimann és Thommazy, 2000). A TG2 extracellularis szerepe nem meriil ki az ECM
komponensek keresztkotésében, ugyanis egyrészt, mint integrin koreceptor, masrészt, mint
fiiggetlen adhézios molekula (Isobe és mtsai, 1999; Akimov és mtsai, 2000; Verderio és
mtsai, 2004) kiilonb6z6 sejt-matrix kolcsonhatasokban (pl. sejtadhézid, fibroblasztok
mozgasa) IS részt vesz, melyek szintén alapvetd fontossagiiak a szdvetregeneraciod
folyamatéban (Balklava és mtsai, 2002; Belkin és mtsai, 2001).

Az apoptozis hatékony lezajlasa, valamint az apoptotikus vagy nekrotikus sejtek
professzionalis és nem professziondlis fagocita sejtek altali hatékony eltakaritasa szintén
kulcsfontossagi a normal regeneracidohoz és a szoveti homeosztazis fenntartasahoz. A TG2
mindkét folyamatban részt vesz anti-inflammatorikus molekulaként (Szondy és mtsai, 2017).
Egyrészt, ha mar elindult az apopt6zis program, tdmogatja azt (Fésiis és Szondy, 2005), az
apoptotikus sejt fehérjéit keresztkdtve gatolja a gyulladast okozé sejttartalom felszabaduldsat
(Piredda és mtsai, 1997), hozzajarul a talalj meg” jelek kibocsatasdhoz (Nishiura és mtsai,
1998) és gyorsitja a PS sejtfelszini megjelenését (Sarang és mtsai, 2007). Masrészt pedig a

TG2 makrofagokban integrin B3 koreceptorként miikodve sziikséges az apoptotikus sejtek
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iranyaba torténd migraciohoz (Akimov és Belkin, 2001) és a fagocita portdl megnyildsdhoz,
igy az apoptotikus sejtek megfeleld fagocitézisdhoz (Szondy és mtsai, 2003; To6th és mtsai,
2009). A TG2 szerepet jatszik a makrofagok gyulladasi valaszanak szabalyozasaban is.
Hianyaban makrofagokban megemelkedik az LPS-indukalt gyulladasi citokin termelés, mely
hatterében a fokozott kompenzatorikus a,[3 integrin szignal altal fenntartott NF-kB aktivitas
all (Sarang és mtsai, 2011). Ezen kiviil a TG2 bizonyos esetekben hozzajarul a TGFf
termeléséhez és aktivacidjahoz (Yen és mtsai, 2015; Nunes és mtsai, 1995), mely szintén
anti-inflammatorikus molekulaként vesz rész ebben a folyamatban (Fadok és mtsai, 1998a).
fgy nem megleps, hogy TG2 hianyiban, a normal esetben immunolégiailag csendes
apoptotikus sejt eltakaritds gyulladdshoz, és SLE szeri autoimmun megbetegedéshez vezet

egérben (Szondy és mtsai, 2003).
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2 CELKITUZES

2.1 Az apoptotikus és nekrotikus sejtek makrofagok altali felvételének

osszehasonlitasa

Annak ellenére, hogy az apoptozissal és nekrozissal elhalt sejtek szamos patologids
folyamatban egyszerre vannak jelen, igy egy idoben van sziikség az eltakaritasukra, joval
kevesebbet tudunk a nekrozissal elhalt sejtek felvételérdl. A szakirodalomban ellentmondasos
eredményeket talalhatunk az apoptotikus ¢és nekrotikus sejtek makrofagok altali
eltakakaritasdnak hatékonysagarol és a felvételiiket kovetden kivaltott immunszabalyozo
funkcioikrol. Bar azt mar tudjuk, hogy a nekrotikus sejtek felszinén is megjelenik az
apoptotikus sejtek felismerésénél “egyél meg” jelként azonositott PS molekula, de abban még
nem sziiletett konszenzus, hogy a PS fiiggd apoptotikus sejt bekebelezési mechanizmusok
részt vesznek-e a nekrotikus sejtek eltakaritasaban (Cocco és Ucker, 2001; Brouckaert és
mtsai, 2004; Hirt és Leist, 2003). Az apoptotikus sejtek az ket bekebelezé makrofagokban
anti-inflammatorikus folyamatokat inditanak el, melyhez a PS felismerése (Huynh és mtsai,
2002) ¢és bizonyos PS receptorokon (pl. MerTK) elinduld jelatviteli tutvonalak 1is
hozzajarulnak (Tibrewal és mtsai, 2008). A bekebelezett és megemésztett apoptotikus sejtek
lipid tartalma a makrofagok magreceptoraira hatva is hozzajarul az anti-inflammatorikus
hatasokhoz ¢és az elhalt sejtek minél gyorsabb eltakaritisahoz (Sarang és mtsai, 2014;
Zahuczky és mtsai, 2011). Kutatasaink soran célul tiiztik ki a kiilonb6zé PS receptorok
szerepének vizsgalatat novekedési faktor megvonassal 1étrehozott apoptotikus és hd, vagy
hidrogén-peroxid (H,0,) kezelt primer nekrotikus timocitak csontveldi eredetii makrofagok
(BMDM) altali fagocitozisa soran. Ezen kiviil szerettik volna meghatarozni az altalunk
vizsgalt rendszerben az apoptotikus és nekrotikus sejtek eltakaritasanak hatékonysagat, és
hogy képesek-e ezek a sejtek egymas felvételét gatolni, igymond “versengeni” a makrofagok
altali felvételért. Vizsgalni kivantuk a kiilonb6zd célsejtek jelenlétében kialakuld makrofag
kiilonbozd célsejtekre specializalodott receptorokbol allo fagocita kapu, mely képes
megkiilonboztetni az apoptotikus és nekrotikus sejteket, vagy a kialakult portalon keresztiil
barmelyik sejt felvétele megtorténhet. Végiil szerettiik volna meghatarozni, hogy a nekrotikus
sejtek bekebelezése soran is végbemegy-e a makrofagokban a magreceptorok aktivacioja és
ennek hatasara a kiilonboz6 fagocita receptorok expresszidjanak novekedése, hatékonyabb

elhalt sejt eltakaritast eredményezve.

39


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirt%20UA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14502239
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leist%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14502239

2.2 Az Nmel NDPK szerepének meghatarozasa az apoptotikus sejtek

makrofagok altali felvételében

A dinamin a fagoszoma kialakulasa, zarodasa és lefliz6dése soran bekovetkez6 aktin
atrendezddés elengedhetetlen szabdlyozdja (Gold és mtsai, 1999; Marie-Anais és mitsai,
2016). A sejtekben a GTP mennyisége joval alacsonyabb, mint az ATP-¢, igy sziikség van
egy NDPK miikodésére, mely ATP felhasznalasaval ellatja GTP-vel a dinamin GTPazt az
endocitozis soran (Boissan és mtsai, 2014). A dinamin és az NDPK-k kapcsolatanak szerepét
a kiilonb6z6 membran atszervezddések soran mar tobb fajban is bizonyitottdk (Krishnan és
mtsai, 2001; Boissan és mtsai, 2014). C. elegans fonalféregben Vellainé Takacs Krisztina és
munkacsoportja bizonyitotta eldszor, hogy a DYN-1 és az NDK-1 fizikai interakcioban
vannak az apoptotikus sejtek bekebelezése soran kialakulé fagoszomak felszinén
(Fancsalszky és mtsai, 2014). Jelenlegi tanulmanyukban azt igazoljak, hogy €z az interakcid
nem csak a bekebelezés kezdeti fazisanal, hanem a fagoszoma érésénél is megfigyelheto,
valamint, hogy human monocita eredetii makrofagok (hMDM) esetében is megfigyelhet6 a
dinamin és az Nmel kolokalizacidja a fagocita portalban. Ezen feliil Nmel hidanyos hMDM-
eknél csokkent fagocitozist tapasztaltak. Mivel ragcsald modellben még nem vizsgaltdk az
Nmel apoptotikus sejtek fagocitozisaban betdltott szerepét, ezért Vellainé Takacs Krisztina
munkacsoportjaval kollaboracioban célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk, szerepet jatszik-e az

Nmel nukleozid-difoszfat-kinaz az egér BMDM-ek apoptotikus sejtfelvételében.

2.3 A transzglutaminaz 2 szerepének meghatarozasa a sériilést kovetd vazizom

regeneracio soran

A transzglutamindz 2 Szamos biologiai folyamatban szerepet jatszik, igy az
apoptdzisban, fibrozisban, az elhalt sejtek fagocitdzisaban, sebgyogyulasban ¢és gyulladasos
folyamatokban is (Fesus és mtsai, 1987; Johnson és mtsai, 1997; Szondy és mtsai, 2003;
Haroon és mtsai, 1999; Lee és mtsai, 2004). A sziiletést kovetden a vazizomban a TG2 nem,
vagy alig expresszalodik, de a korai embrionalis fejlddés soran a mioblasztokban magas
expressziot tapasztalhatunk. A TG2 gatlasa in vitro gatolja a csirke embridobol szarmazo
(Bersten €s mtsai, 1983). A TG2 idiopatias gyulladasos miopatiknal (Choi és mtsai, 2004),
valamint az izomregeneraci6 soran fontos szerepet jatszo neutrofilekben és makrofagokban is

kifejez6dik (Nurminskaya ¢és Belkin, 2012). A TG2 szamos gyulladési citokin hatdséara
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indukalodik és hozzajarul a gyulladas kialakulasahoz is (Chrobok és mtsai, 2017). Emellett
bizonyos esetekben szerepet jatszik a TGFp termelésében és aktivaciojaban (Yen és mitsai,
2015; Nunes és mtsai, 1997), igy a megnovekedett TG2 expresszid hozzajarulhat az
izomfibrozis kialakulasahoz. Mivel a TG2 megjelenik az embrionalis izomfejlddés, valamint
a sériilést kovetd szoveti regeneracio soran is, ezért célul tiztik ki, hogy tanulmanyozzuk a
vazizom regeneracioban betoltott szerepét TG2 hianyos (TGZ'/') ¢s vad tipusu (TG2+/+)
egértorzset hasznalva. Vizsgalni szerettiik volna az izomszdvet szerkezetét kezeletlen és CTX
okozta nekrozist kovetéen regeneralodd izmokban, valamint kvantifikalni a sériilést kdvetéen
a regeneracio kiilonb6z6 napjain az izomba bedramlé immunsejteket (makrofagok,
neutrofilek) és e sejtek génexpresszidjat iS. Az izomregeneracioban részt vevd fehérjék

mélyebb megismerése a késébbiekben hozzajarulhat kiilonbozé degenerativ izombetegségek

¢s az iddskori szarkopénia gydgyitasahoz/tliinetinek enyhitéséhez.
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Reagensek

A kisérleteinkhez felhasznalt anyagok, reagensek a Sigma-Aldrich-t61 (MERCK)

szarmaznak, egy€b esetben a gyartd/forgalmazo cég az anyag neve utan van megjeldlve.

3.2 Kisérleti allatok

A kisérletekhez 4 hetes, illetve 2-4 honapos C57B6, TG2"* ¢s teljes TG2 knock out (TG2™)
egereket (De Laurenzi V és Melino G, 2001) hasznaltunk, melyek specifikus patogénmentes
kornyezetben, a Debreceni Egyetem Elettudoméanyi Kozpontjanak Allathdzban voltak
tenyésztve. A kisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga
(DEMAB) engedélyével, az allatok védelmérsl és kiméletérdl szolo szabalyozasok

betartasaval végeztiik.

3.3 Sejtizolalas és tenyésztés

+/+

A csontvel6bdl szarmazo mieloid progenitorokat 2-4 honapos C57B6 vagy TG2™ és
TG2" egér labszarcsontjaibol izolaltuk. A progenitorok érett BMDM-ekké differencialtatasat
in vitro DMEM médiumban (4 mM glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 ug/ml streptomicin,
10% FBS) 10 % L1929 sejtekbdl szarmazo M-CSF tartalmu feliiluszo hozzaadasaval végeztikk
6 nap alatt. A nem letapadt sejtek 3 nap utan le lettek mosva.

A magreceptorok aktivalasahoz a BMDM-eket all-transz retinsav (ATRA; 1 puM)
RAR agonistaval, 9-cis retinsav (9CRA; 1 uM) RXR agonistaval, GW3965 (Tocris; 1 uM)
LXR agonistaval, dexametazon-acetat (1 uM) gliikokortikoid receptor (GR) agonistaval vagy
kontrollként dimetil-szulfoxiddal (DMSO; 0,1%) kezeltiik 24 6ran keresztiil.

A jelatviteli titvonalak gatlasdhoz a makrofagokat BMS777607 TAM receptor tirozin
kinaz inhibitorral (1 uM) vagy NSC23766 Racl kis GTP koto fehérje inhibitorral (Tocris;
100 uM) kezeltiik 24 oran at. Az integrin funkcio gatlasahoz egyrészt arginin-glicin-aszpartat
(RGD; 2 mg/ml) peptidet, masrészt anti-CD61 antitestet (BD Biosciences; 4 pg/ml) adtunk a

BMDM-ekhez 1 oraval az apoptotikus és nekrotikus sejtek hozzaadasat megelézden. A
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sejtfelszini Tim-4 PS receptor gatlasahoz anti-Tim-4 monoklonalis antitestet (Thermo Fisher
Scientific; 4 pg/ml) hasznaltunk szintén 1 6ran keresztiil.

Az érett BMDM-ek egér Nmel specifikus ON-TARGETplus SMARTpool siRNS-el
vagy ON-TARGETplus Non-targeting Control Pool (Dharmacon) nem specifikus siRNS-
ekkel lettek transzfektalva DharmaFECT 1 transzfekcids reagens (Dharmacon) segitségével a
DharmaFECT transzfekcios protokoll alapjan. 48 6raval a transzfekciot kovetden vizsgaltuk a
sejtek fagocitozis képességét (lasd in vitro fagocitozis vizsgalat), valamint western blot

segitségével az Nmel fehérje szintjét.

3.3.2 Raw 267.4 makrofag sejtvonal tenyésztése

A Raw 264.7 egér eredetli monocita-makrofag sejtvonal tenyésztése DMEM (4 mM
glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pug/ml streptomicin, 10% FBS) médiumban, 37 °C-on 5%
CO2 tartalmu inkubatorban tortént. A sejteket passzalaskor tripszinnel (10 perc, 37°C)

valasztottuk fel a tenyészt6flaska aljarol.

3.3.3 Timocita izolalas, sejthalal indukcio és PS blokkolas

A kiilonb6zé modon elhalt sejtek eldallitasahoz 4 hetes C57B6 tipusu egér frissen
izolalt timuszabol nyert sejteket (timocitdkat) hasznaltunk. Apoptdzist novekedési faktor
megvonassal, szérummentes RPMI 1640 médiumban (2 mM glutamin, 100 U/ml penicillin,
100 pg/ml streptomicin) torténd 24 oras inkubacidval idéztiink eld, ezzel elkeriilve, hogy a
kiilonbozd apoptozist indukald szerek befolyasoljak a fagocitozis vizsgélatokat. Nekrozist
héstresszel (55°C, 20 perc), illetve H,0, kezeléssel (1mM, 24 6ra) indukaltunk. Mivel az
izolalt timocitdk 24 ora alatt spontan is jelentés mértékben elhalnak, igy kisérleteink soran
frissen izolalt timocitakat hasznaltunk é16 kontrollként. A kiilonb6z6 elhalt sejt mintakban
propidium-jodid (PI) és Alexa Fluor 647-konjugalt annexin V (Thermo Fisher Scientific)
festéssel hataroztuk meg az apoptotikus €s nekrotikus sejtek szazalékos ardnyat, ezen feliil
elektronmikroszkopos morfoldgia vizsgalatok segitségével is igazoltuk a kiilonb6zd sejthalal
mechanizmusok indukcijat.

Az aramlasi citometrias mérésekhez Cell Tracker Deep Red (Thermo Fisher
Scientific; 0,5 puM) vagy karboxifluoreszcein-diacetat-szukcinimidil-észter (CFDA-SE;
Thermo Fisher Scientific; 10uM) fluoreszcens festékekkel jeloltik az apoptotikus és

nekrotikus timocitakat (107 sejt/ml). A hénekrotikus sejtek esetében még a nekrézis indukcié
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elétt tortént a jelolés. A festdbmédiumot az eclhalt sejtekrél centrifugalassal tavolitottuk el
(1000 rpm, 10 perc) és megfeleld térfogati DMEM médiumban (4 mM glutamin, 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomicin, 10% FBS) vettiik fel ket (sejtszamtol fliggden).

Egyes kisérleteknél az apoptotikus és nekrotikus timocitak felszinén 1évé PS-t Alexa

Fluor 647-konjugalt annexin V-vel (Thermo Fisher Scientific) fedtiik le.

3.3.4 1Izom eredetii leukocitak izolalasa

Izolalast kovetben a tibialis anterior (TA) izmokat feldaraboltuk, 0.2% kollagenaz 11
(Gibco) tartalmu RPMI 1640 médiumban (2 mM glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomicin) 37°C-on 1 o6ran keresztiil tovabb emésztettiik, majd egy 100 um-es és egy 40
um-es sziirén atsziirtiik. A CD45" sejteket (leukocitikat) magneses sejtizolalasssal (Miltenyi

Biotec) a gyart6 leirasanak megfelel6en kiilonitettiik el.

3.4 Elhalt timocitak annexin V és PI festése

A sejthaldl indukci6 sikerességét fluoreszcensen jelzett Alexa Fluor 647-konjugalt
annexin V (Thermo Fisher Scientific) fehérjével és Pl DNS festékkel ellendriztik. A
mintakbol 10° db sejtet felvettiink 100 ul annexin-koté pufferben (PBS + 1 mM CaCly),
melyhez a gyart6 ajanlasa alapjan 5 pl Alexa Fluor 647-konjugélt annexin V oldatot adtunk.
Szobahdmeérsekleten 15 perc inkubaciot kdvetden tovabbi 400 pl annexin-kotd puffert és Pl-
ot (50ug/ml) adtunk a mintakhoz. A sejtek fluoreszcencidjat Becton Dickinson FACSCalibur

aramlasi citométer segitségével mértiik (FL4 és FL2 csatornakban).

3.5 Transzmisszios elektronmikroszképia

A fluoreszcens festéssel torténd  éEletképesség  vizsgalatot  kiegészitendd
elektonmikroszkopos felvételekkel is igazoltuk, hogy két kiilonb6z6, az adott sejthalal
tipusokra jellemz6 morfologiaval rendelkez6 célsejtet kaptunk a sejthalal indukciot kovetden.
Az apoptotikus ¢és nekrotikus timocitdkat a kezelések utdn Osszegyljtottik, majd 1 %
glutaraldehidet tartalmazé 0,1 M kakodilat pufferrel fixaltuk, késébb 2 % OsO, tartalmu
azonos pufferrel poszt-fixaltuk.

A fagocit6zis morfologiai vizsgalatdhoz a BMDM-ek egy iiveglapon voltak inkubalva

az apoptotikus és/vagy nekrotikus timocitakkal 30 percen keresztiil, majd a mar korabban
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részletezett modon fixalasra keriiltek. A mintdkat a megfeleld eldkészitést kovetéen JEOL

1010 transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

3.6 Invitro fagocitozis vizsgalat

A korabban mar differencialtatott BMDM-ekhez/Raw 267.4 sejtekhez (ZI.,5X105 db
sejt/cm?) hozzaadtuk az apoptotikus és/vagy nekrotikus timocitakat az aktudlis kisérletnek
megfeleld ardnyokban és mennyiségben (legalabb 1:5 makrofag:célsejt aranyban), majd
egyiitt inkubaltuk a sejteket 30/60/90/120 percig, 37°C-on. Mivel a ho- és H,O,-kezelt
mintdkban a sejtek 100%-a nekrotikusnak tekinthetd, azonban a szérum ¢&heztetett
apoptotikus sejtek kozott mindig jelen volt kb. 30-40% ¢€16 sejt is, igy a fagocitdzis
vizsgalatokat megel6zden mindig normalizaltuk a célsejtek szdmat, hogy azonos mennyiségii
apoptotikus és nekrotikus sejt legyen jelen a makrofagok mellett a kisérletek soran. Ezt
kovetden a feliiliszot eltavolitottuk a makrofagokrol, majd PBS-el lemostuk az esetlegesen
rajtuk marad6 elhalt sejteket. A letapadd sejtek plate-rdl valo felvalasztasa tripszinnel (10
perc, 37°C), illetve mechanikai ton tortént. A méréseket els@sorban dramlési citometridval
végeztilk, azonban néhany Kkisérletnél transzmisszids elektronmikroszkopia, konfokalis
mikroszkopia és 1ézer pasztazo citometria segitségével tortént a detektalas. Ezen felil a
fagocitdzist kovetéen a makrofagokban bekdvetkezett génexpresszios —valtozasok
detektalasdhoz valos idejli kvantitativ. PCR (RT-qPCR) technikdt alkalmaztunk. A
génexpresszios vizsgalatokra szant mintaknal utols6 1épésként az RNS izolalashoz sziikséges
Trizol (Thermo Fisher Scientific) reagenst adtunk a sejtekhez.

A kompeticids kisérletek soran kiilonbozd fluoreszcens festékkel jelolt apoptotikus
(CFDA-SE) és nekrotikus (deep red) timocitak kiilonb6z6 aranyokban (1:1, 1:3, 1:6, 1:9)
egyszerre voltak egylitt inkubalva a makrofagokkal.

A fagocitozis preferencia megallapitasahoz a makrofagokat el6szor azonosan jelolt
(CFDA-SE) apoptotikus vagy nekrotikus sejtekkel inkubaltuk 30 percig, majd alapos mosast
kovetden masik fluoreszcens festékkel jelolt (deep red) apoptotikus vagy nekrotikus sejteket
adtunk a mintakhoz kiilonb6z6 kombinaciokban.

A génexpresszios vizsgalatokat Raw 267.4 makrofagokkal végeztiik. Az apoptotikus
¢s nekrotikus timocitdkat (makrofag:timocita, 1:5 arany)  kiilonb6zd iddtartamokig

(2/4/6/8/12/24 6ra) inkubaltuk egyiitt a makrofagokkal.
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3.7 Aramlasi citometria

A fagocitozist Becton Dickinson FACSCalibur aramlasi citométer segitségével
mértiik. Az egyes mintak vizsgalatanal eldszor kikapuztuk a makrofag populaciot (timocitdk
fagocitozisa esetén ez méret alapjan lehetséges (SSC/FSC)), majd ebben a sejtpopulacidban
hataroztuk meg az apoptotikus és nekrotikus sejteket felvett makrofagok szazalékos aranyat a
kibocsatott fluoreszcens jelilkk alapjan (FL1/FL4 csatorndban detektalva). A kapott

eredményeket a Flowing Software programmal elemeztiik.

3.8 Lézer pasztazo citometria

A fagocitozis valos idejii kovetéséhez a BMDM-eket 8 kamras tenyésztdlemezre
(IBIDI) helyeztiik és Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific) magfestékkel jeloltik. A
fluoreszcensen jelolt apoptotikus (CFDA-SE) és nekrotikus (deep red) timocitakat
kozvetleniil a mérés megkezdése eldtt adtuk a makrofagokhoz (1:5 makrofag:célsejt
aranyban) és 2 oran keresztiil vizsgaltuk a fagocitozist. A mérés soran egy IBIDI inkubator
segitségével a sejteket allando koriilmények kozott (37°C, 5% COz, 90% paratartalom)
tartottuk. A képeket egy 1X-71 invertalt mikroszkoppal (Olympus), majd ezekbdl a video fajlt

az ImageJ szoftver (NIH, Bethesda) segitségével készitettiik.

3.9 Konfokalis mikroszkopia

A fagocitozis valds idejii kovetéséhez a BMDM-eket 8 kamras tenyésztdlemezre
(IBIDI) helyeztik és 5-(és-6)-(((4-klorometil)benzoil)amino)tetrametilrodamin (CMTMR,;
Thermo Fisher Scientific, 5uM) festékkel jeloltik. A fluoreszcensen jeldlt apoptotikus
(CFDA-SE) és necrotikus (deep red) timocitakat kozvetleniil a mérés megkezdése el6tt adtuk
a makrofagokhoz (1:5 makrofag:célsejt aranyban) ¢és 2 oOran keresztill vizsgaltuk a
fagocitozist. A time-lapse felvételekhez 10 masodpercenként késziilt egy 140 nm/pixel
felbontasu kép egy LSM510 konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkop (Zeiss) segitségével. A
szamunkra érdekes régiot kivagtuk és 16 képkocka/masodperc sebességgel mutatjuk be, igy a

tomoritett vided 160-szor gyorsabb a fagocitdzis valds idejénél.
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3.10 RNS izolalas, reverz transzkripciés PCR és RT-gPCR

Az apoptotikus és nekrotikus sejtek fagocitdzisat kovetden a Raw 267.4 sejtekbdl,
valamint az izombdl izolalt leukocitdkbol (CD45" sejtek) Trizol reagens segitségével, a
100 ng/ul-re allitottuk be nukleazmentes vizben oldva.

A totdl RNS cDNS-re torténd atirasat High Capacity cDNA Reverz Transcription Kit
(Thermo Fischer Scientific) segitségével, a gyarto altal el6irt protokollt hasznalva végeztiik.

A wvalos idejii kvantitativ PCR soran, 3 technikai péarhuzamost hasznalva,
génspecifikus (Raw 267.4 sejtek esetén MerTK, TG2, Clgb, MFG-E8, SREBP1, RARau;
izombol szarmazo leukocitak esetén TNFa, IL1, IL6, TGFB1l, Gdf3) TagMan probakat
tartalmazé oligo mixeket (TagMan Gene Expression Assay, Thermo Fischer Scientific)
alkalmaztunk. A valos ideji detektalast egy Roche LightCycler LC480 késziilék segitségével
valositottuk meg. Az adatok kiértékelését Osszehasonlitd CT modszerrel végeztiik,

normalizal6 génként gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenazt és B-aktint hasznaltunk.

3.11 SDS-PAGE és Western blot

A C57B6 egérbol szarmazo kontroll és Nm23-M1/Nmel csendesitett BMDM-ek,
illetve a kontroll és 4 napos CTX injektalt TG2"* ¢s TG2™ izombol izolalt CD45" sejtek
jéghideg lizis pufferben (0,5% Triton X-100, 0,5% protedz gatlo koktél) lettek
térfogati Laemmli pufferrel 100 °C-on inkubaltuk 10 percig. Az elektroforézis az Nm23
fehérje esetében 15 %-0s, a Gdf3 esetében 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen tortént, majd az
elvalasztott fehérjéket Bio-Rad félszaraz blottolo késziilék segitségével Immobilion-P
polivinilidén-fluorid membranra (Merck Millipore) juttattuk. 5 %-0S zsirszegény tejpor
oldattal (TTBS-ben oldva) torténé blokkolast kovetdéen a vizualizacidhoz anti-Nm23
(Abcam) vagy anti-Gdf3 (R&D systems) és az egységes mintafelvitel teszteléséhez anti-p-
Actin vagy anti-LaminB elsédleges, majd peroxidazzal jelolt masodlagos antitesteket
hasznaltunk. Az Immobilon Western Chemiluminescent HRP szubsztrat (ECL) (Merck

Millipore) segitségével kivaltott kemilumineszcenciat fotografikus filmen detektaltuk.
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3.12 1zomsériilés modellezése CTX injekcidval

majd ezt kovetden 50 ul PBS-ben oldott 12 pM kardiotoxint (Latoxan) injektaltunk az
egrerek TA labszarizmaiba. Kisérleteinkhez mindig kizar6lag a TA izmokat hasznaltuk, hogy
a vazizmok kiilonboz6 izomrostosszetétele ne befolyasolja eredményeinket. Az izmokat az
aramlasi citometrias mérésekhez 2, 4 nappal, RT-gPCR-hoz 2, 3, 4 nappal, a hisztologiai

vizsgalatokhoz 8 nappal a sériilést kovetden izolaltuk.

3.13 A regeneralddo izom hisztologiai vizsgalata

3.13.1 Hematoxilin-eozin festett metszetek készitése

A TA izmokat izolalast kovetden rogton folyékony nitrogénben hiitétt izopentanban (-
160°C) lefagyasztottuk, majd a metszésig -80 ©°C-on taroltuk. Reichert-Jung 1800
CRYOCUT kriosztat segitségével az izmokbol 6 pm-es szeleteket vagtunk, melyeken
hematoxilin-eozin (HE) festést végeztink. A metszetekrél EVOSc, digitalis invertalt
mikroszkoppal (AMG, Thermo Fisher Scientific) készitettiink képeket.

3.13.2 A laminin és a sejtmagok immunhisztokémiai festése

A TA izmokat izolalast kovetden rogton folyékony nitrogénben hiitdtt izopentanban (-
160°C) lefagyasztottuk, majd a metszésig -80 ©°C-on taroltuk. Reichert-Jung 1800
CRYOCUT kriosztat segitségével az izmokbol 6 pm-es szeleteket vagtunk. A metszeteket 50
%-0s FBS-el (PBS-ben oldva) blokkoltuk és az immunhisztokémiai festést DyLight 488
konjugalt anti-laminin (invitrogen) antitesttel (1:100) és DAPI sejtmagfestékkel végeztiik. A
detektalashoz EVOS Floid Cell Imaging Station fluoreszcens mikroszkopot hasznaltunk

(Thermo Fisher Scientific).

3.14 Az izomban jelen 1évé immunsejtek kvantifikalasa aramlasi citometriaval

Izolalast kovetden a TA izmokat feldaraboltuk, 0.2% kollagenaz II (Gibco) tartalmu
RPMI médiumban 37°C-on 1 6ran keresztiil tovabb emésztettiik, majd egy 100 pm-es €s egy
40 pm-es sziir6n atszirtilk. Az izombol szarmazd sejteket egyszerre festettiik Alexa Fluor

647 konjugalt anti-Ly6G antitesttel (BioLegend) és Alexa Fluor 488 konjugalt anti-F4/80

48



antitesttel (Invitrogen). A fluoreszcencia intenzitast Becton Dickinson FACSCalibur aramlasi

citométerrel mértik.

3.15 Statisztikai analizis

A bemutatott adatok legalabb 3 (egy esetben 2) egymastol fiiggetleniil elvégzett kisérlet
eredményeinek atlagat (=SD) mutatjak be, melyek statisztikai kiértékelését kétmintas t-
probaval, valamint t0bbszords Gsszehasonlitas esetén egy- vagy kétutas ANOVA és Tukey

post-hoc teszttel végeztiik. Statisztikai kiiszobnek a p<0,05 értéket hasznaltuk.
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4 EREDMENYEK

4.1 Az apoptotikus és nekrotikus sejtek makrofagok altali felvételének

osszehasonlitasa

4.1.1 Az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvétele egyarant PS, MerTK, Tim-4,
integrin B3 és TG2 fiiggo

A PS kihelyezddése az apoptotikus sejtek felszinére az egyik legfontosabb jel, melyet
a fagocita sejtek felismernek. Az annexin V PS koté fehérjével végzett kisérleteink, mas
kutatasokkal 6sszhangban, bizonyitottdk, hogy a PS a hd és H,O; kezeléssel elolt nekrotikus
sejteken is megjelenik (9/C, D abra).

A kontroll

Pl

45%

v

Annexin V

9. dbra: Az apoptotikus és nekrotikus timocitik morfologidja és sejtfelszini PS expresszioja
A felsé sorban a transzmisszios elektronmikroszkopidaval késziilt képek (mérettartomany: 2
um), alul pedig a PI és annexin V festés daramlasi citometridaval mért eredménye ldthaté a
timocitak kiilonbozo sejthalal indukcios kezeléseit kévetoen. Kozvetleniil izoldldst kévetoen
vizsgalt, élo kontrollnak tekintett timocitaknal fiziologias morfologiat és annexin V/PI
negativitast (A), a 24 oras szérum megvondssal létrehozott apoptotikus sejteknél
kondenzalodott sejtmagokat, valamint a Pl festés alapjan korai és késoi apototikus
sejtpopuldciokat tapasztalhatunk (B). A 20 percig 55 °C-on hékezelt (C) és a 24 ordn
keresztiil 1 mM H,0,-al kezelt (D) primer nekrotikus timocitaknal a sejtek korai puffadasdt és
teljes PI pozitivitast latunk.

50



A kizarélag annexin V pozitivitdst mutaté sejteket apoptotikusnak (9/B abra), az
annexin V és PI pozitiv sejteket nekrotikusnak (9/C, D abra), illetve kés6i apoptotikusnak
(9/B abra) tekintettiik. Az ¢él6 sejteck nem festédnek (9/A abra). A sejtek morfologijat
transzmisszios elektronmikroszkdpidval vizsgaltuk. Az apoptotikus sejtek
megkiilonboztetésére hasznalt morfologiai jegyek a kondenzalodott kromatin, a sejt
zsugorodasa és az intakt plazmamembran (9/B abra), a nekrotikus sejtek esetében pedig a
habos citoplazma”, a sejtek duzzadasa és a plazmamembran sériilései (9/C, D abra) voltak.

Hogy megvizsgaljuk a PS szerepét a nekrotikus sejtek makrofagok Aaltali
eltakaritasaban el6szor rekombinans annexin V fehérjét hasznélva lefedtiik az elhalt timocitak
felszinén 1év6 PS molekuldkat és a timocitakat BMDM-ekhez adva vizsgaltuk a fagocitozis
hatékonysagat. Kimutattuk, hogy a kezelés hatdsara mind az apoptotikus, mind a nekrotikus
sejtek felvétele szignifikansan csokkent a kezeletlen timocitak felvételéhez képest (10/A
abra), mely arra utal, hogy a PS-nek az apoptotikus és a nekrozissal elhalt sejtek

eltakaritasaban is fontos szerepe van.
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10. abra: PS fiiggé mechanizmusok az apoptotikus és primer nekrotikus sejtek felvétele
sordan Kontroll vagy rekombindns annexin V-el blokkolt fluoreszcensen jelolt apoptotikus
vagy nekrotikus timocitak BMDM-ek altali fagocitozisa (A). Fluoreszcensen jeldlt
apoptotikus vagy nekrotikus timocitak BMDM-ek altali fagocitozisa a makrofagok 24 ords
TAM Kinaz inhibitor (B), vagy 1 ords anti-Tim-4 antitest (C), anti-integrin 3 antitest/ RGD
peptid (D) kezelését kovetden. TG2 hidanyos egérbdl szarmazo sejtekkel is megvizsgadltuk a
fagocitozist (E). Az apoptozis és a nekrozis indukciot az anyagok és modszerek fejezetben leirt
modon végeztiik. A fagocitozist minden esetben 60 percig vizsgaltuk 5:1 célsejt:makrofag
aranyt hasznalva. A mérést dramlasi citometriaval végeztiik. Az eredmények hdarom fiiggetlen
kisérlet atlagat (+SD) mutatjak be (*szignifikansan kiilonbozik a sajat kontrolljatol kétutas
ANOVA-val meghatarozva, p<0,05).
Munkacsoportunk kordbban mar vizsgalta, hogy mely fagocita receptorok fejezddnek
ki egér BMDM-ekben. A talalt integrin oy, B1, B3, Ps, MerTK, Tim-4, Stabilin-2, CD14 ¢és a
CD36 receptorok koziil az integrin a,f3, a CD14 és a CD36 szerepét mar bizonyitottak a
nekrotikus sejtek fagocitdzisa kapcsan is (Bottcher és mtsai, 2006). Kisérleteink soran egyéb,
az apoptotikus sejtfelvételbdl mar ismert, PS filiggd fagocita receptorok szerepét kivantuk
meghatarozni a nekrotikus sejtfelvétel soran. A TAM tirozin kindz receptorok csaladjaba
tartozd0 MerTK indirekt modon, kiilonboz6 hidképz6é molekulak (Gas6, protein S)
segitségével képes kotni a PS-t. BMS777607 TAM tirozin kinaz receptor inhibitorral kezelt
BMDM-ek kozel 50%-kal csokkent mértékben kebeleztek be mind apoptotikus, mind
nekrotikus timocitakat (10/B abra). A Tim-4 direkt PS receptor szerepét anti-Tim-4

antitestekkel torténd blokkolassal vizsgaltuk, mely soran szintén csokkent apoptotikus és
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nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk (10/C abra). Az a,f3 integrin receptorok szintén indirekt
modon, az MFG-E8 hidképzd fehérjén keresztiil képesek felismerni a sejtfelszini PS-t. Az
integrin funkciot RGD peptidekkel vagy anti-CD61 antitesttel gatolva szintén csokkent
fagocitdzist tapasztaltunk minden tipusu célsejt esetében (10/D abra). Az altalunk hasznalt
gatloszereket minden esetben a szakirodalomban ajanlott, nem toxikus koncentraciokban
hasznaltuk és mi sem tapasztaltuk, hogy hatdssal lennének a makrofagok életképességére. A
makrofagok fagocitozis képességét a kiillonbozd kezelések hatdsdra mindig a megfeleld
kontroll kezelést kapott (oldoszer kontroll vagy antitestek esetében izotipus kontroll)
makrofagok fagocitozis képességéhez hasonlitottuk. Munkacsoportunk korabban leirta, hogy
a TG2 szintén szerepet jatszik az apoptotikus sejtek eltakaritdsaban, mint az integrin P
koreceptora, Osszekotve azt az MFG-E8 molekulaval, igy hozzajarul a hatékony
fagocitozishoz. TG2 hidnyos egértorzsbdl szarmazé BMDM-eket és timocitdkat hasznalva
szintén hasonlé mértékben csokkent apoptotikus és nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk a
vad tipust sejtekkel végzett fagocitozishoz hasonlitva (10/E abra). Osszességében ezek a
megfigyeléseink arra utalnak, hogy a vizsgalt, az apoptotikus sejtek eltakaritdsabol ismert PS

felismero receptorok a primer nekrotikus sejtek felvételében is fontos szerepet jatszanak.

4.1.2 Kiilonb6z6 magreceptorok aktivacioja noveli az apoptotikus és nekrotikus sejtek

felvételének hatékonysagat

Munkacsoportunk mar kimutatta, hogy a bekebelezés soran az apoptotikus sejtek
lipidtartalma a makrofagokban aktivalja az LXR magreceptort, mely ennek hatdsara felerdsiti
a MerTK és kiilonboz6 RALDH enzimek kifejez6dését. A RALDH-K retinoidok szintézisét
idézik eld, melyek aztan tovabbi fagocita receptorok expresszidjanak emelkedéséhez
vezetnek, igy eredményezve hatékonyabb apoptotikus sejt eltakaritast (Sarang és mtsai,
2014). A BMDM-ekben jelen 1év6 retinoid fiiggd fagocita receptorok kozé tartozik a TG2,
Tim-4 és a stabilin-2. Emellett a GR aktivacioja is megemelkedett apoptotikus sejtfelvételhez
vezet, els6sorban MerTK fiiggd mechanizmusokon keresztiil (Sarang ¢és mtsai, 2014;
Zahuczky és mtsai, 2011). A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 magreceptorok
aktivalasa milyen hatdssal van az apoptotikus és nekrotikus timocitak BMDM-ek altali
felvételére. A makrofagokat 9CRA RXR agonistaval (11/A abra), ATRA RAR agonistaval
(11/B abra), GW3965 LXR agonistaval (11/C abra) vagy dexametazon-acetat GR agonistaval
(11/D abra) kezeltiik 24 oran keresztiil az apoptotikus és nekrotikus timocitakkal vald

inkubaciot megelézéen. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a vizsgédlt magreceptorok
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aktivacidja hasonloképpen novelte az apoptotikus és a nekrotikus sejtek felvételét, mely
alapjan ugy tinik, a nuklearis receptorok altal kivaltott fagocitézis ndvekedés nem

korlatozodik csupan az apoptotikus sejtek felvételére.
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11. dbra: A magreceptorok stimuldcioja noveli a BMDM-ek dltali apoptotikus és
nekrotikus sejtfelvételt Fluoreszcensen jelolt apoptotikus vagy nekrotikus timocitak BMDM-
ek altali fagocitozisa a makrofigok 24 oran at tortéend RXR agonista 9CRA (A), RAR
agonista ATRA (B), LXR agonista GW3965 (C) GR agonista dexametazon-acetdt (D)
kezelését kovetoen. Az apoptozis és a nekrozis indukciot az anyagok és modszerek fejezetben
leirt modon végeztiik. A fagocitozist minden esetben 60 percig vizsgaltuk 5:1 célsejt:makrofag
aranyt hasznalva. A mérést aramlasi citometriaval végeztiik. Az eredmények harom fiiggetlen
kiserlet atlagat (£SD) mutatjak be (*szignifikansan kiilonbozik a sajat kontrolljatol kétmintds
t-probaval meghatarozva, p<0,05).



4.1.3 A MerTK, TG2, Clgb, MFG-E8, SREBP1 és RARa magreceptor célgének
expresszioja azonos mértékben megemelkedett Raw 264.7 makrofagokban

apoptotikus és nekrotikus timocitak felvételét kovetéen

Valés idejii kvantitativ PCR-al meghataroztuk a MerTK, TG2, Clgb, MFG-ES,
szterolszabalyozé elemet koté fehérje 1 (SREBP1) és RARa LXR és PPAR magreceptor
célgének expresszios valtozasait az apoptotikus €és hénekrotikus timocitdk fagocitozisat és
feldolgozasat kovetéen. Ezekrdl a génekrdl tudjuk, hogy apoptotikus sejtfelvételt kdvetden
megemelkedik az expressziojuk BMDM-ekben, ezaltal segitve az apoptotikus sejtek mielébbi
eltakaritasat és az immuntolerancia kialakitasat (A-Gonzalez és mtsai, 2009; A-Gonzalez és
Hidalgo, 2014; Kidani és Bensinger, 2012; Mukundan és mtsai, 2009). Kivancsiak voltunk,
hogy nekrotikus sejtek felvételét kovetden is megfigyelheto-e ez a jelenség. Méréseink
alapjan a Clgb opszonizald molekula (12/C abra), a MerTK fagocita receptor (12/A abra) és
a SREBP1 transzkripcios faktor (12/E abra), mely képes gatolni az NF-«kB altali gyulladasos
valaszt, expresszidja mind apoptotikus, mind nekrotikus sejtek felvételét kovetden korai
emelkedést mutat. Mar 2 oraval az elhalt sejtek hozzaadasat kovetden megemelkedett
génexpressziot tapasztaltunk a nem fagocitald, nyugalmi makrofagokhoz hasonlitva.

A TG2 (12/B abra), az MFG-E8 hidképzé molekula (12/D abra), valamint a RARa
retinsav receptor (12/F abra), mely Gjabb, az elhalt sejtek makrofagok altali fagocit6zisanak
hatékonysagat serkentd gének expresszidjat szabalyozza, gének expresszidja hasonloképpen
megemelkedett mind apoptotikus, mind nekrotikus sejtek felvételét kovetden. Igazan jelentds

emelkedést a 24 6ras mintakban tapasztaltunk.
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12. dbra: A MerTK, TG2, Clgb, MFG-ES,
apoptotikus és nekrotikus timocitik felvételét kiovetéen Raw 264.7 makrofdagokban A
fagocitozis idejének fiiggvényében abrazoltuk a MerTK (A), TG2 (B), C1gb (C), MFG-E8 (D)
SREBP1 (E) és RARa (F) gének relativ expressziojanak vailtozasdt apoptotikus és nekrotikus
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Od6ra 26ra 406ra 606ra 8 dra 12 dra24 dra

RARa s
25

20 4
154
1.0 4

0.5 4

0.0 4

Od6ra 26ra 406ra 66ra 8 dra 12 6ra24 ora

SREBP1 és RARa gének expresszidja

timocitdkat fagocitilo makrofagokban, elhalt sejtekkel nem taldalkozo, kontroll makrofighoz

viszonyitva. Az apoptozis és a nekrozis indukciot az anyagok és modszerek fejezetben leirt

modon végeztiik. A fagocitozist minden esetben az dbran jelolt ideig vizsgaltuk 5:1

célsejt:-makrofag aranyt hasznalva. A mérést kvantitativ valos idejii PCR technika

segitsegével végeztiik. Az eredmények két fiiggetlen kisérlet atlagat (£SD) mutatjak be.
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414 Az apoptotikus és nekrotikus timocitak azonos hatékonysaggal Keriilnek
bekebelezésre és versengenek egymassal a BMDM-ek altali felvételért in vitro

fagocitozis soran

Ha ugyanazok a receptorok vesznek részt az apoptotikus és a nekrotikus sejtek
felvételében, akkor mindkét sejttipus egyiittes jelenlétekor kompeticionak kell kialakulnia.
Hogy ezt a felvetést megvizsgaljuk, rovid tava (30 perc) kompeticios fagocitdzis kisérleteket
végeztiink. A BMDM-eket eltér6 szinl fluoreszcens festékkel jelolt kiilonbozé aranyokban
(2:0, 1:1, 1:3, 1:6, 1.9) hozzaadott apoptotikus és/vagy nekrotikus timocitakkal egyiitt
inkubaltuk. Az 1:0 aranyoknal lathatjuk, hogy a hdkezelt primer nekrotikus timocitak
felvétele ugyanolyan hatékony volt, mint az apoptotikus timocitaké (13/A, B abra). Amikor
az apoptotikus és nekrotikus timocitdk egylitt voltak jelen a makrofagok kornyezetében,
hasonl6 mértékben csokkentették a masik sejthalaltipussal elhalt sejtek felvételét (13/A, B
abra). Ezzel ellentétben az ¢él6 timocitakat nem kebelezték be a BMDM-ek és e sejtek

jelenléte nem csokkentette az elhalt sejtek felvételét sem (13/C, D abra).
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13. dbra: Az apoptotikus és nekrotikus timocitik versengenek egymadssal a BMDM-ek dltali

felvételért Vizsgaltuk az apoptotikus sejtek felvételét novekvo mennyiségii nekrotikus sejt
jelenlétében (A), a nekrotikus sejtek felvételét novekvé mennyiségii apoptotikus sejt
jelenléteben (B), valamint az apoptotikus (C) és nekrotikus (D) sejtek felvételét novekvd
mennyiségii élo sejt jelenléteben. A BMDM-ek kiilonbozo fluoreszcens festékkel jelolt
apoptotikus (CFDA-SE), hékezelt nekrotikus (deep red) és jeloletlen él6 timocitikkal voltak
inkubdlva az dbran jelolt ardnyokban. A reprezentativ daramlasi citometridas mérésbol
szdarmazo pontdiagrammokon lathato, hogy a mindkét sejttipust felvett makrofagok alacsony
%-ban vannak jelen (E). Az apoptotikus és nekrotikus sejtek kezdeti szama mindig 1 millio
volt és csak a masik sejttipus szamat noveltiik. Az apoptozis és a nekrozis indukciot az
anyagok és modszerek fejezetben leirt modon végeztiik. A fagocitozist minden esetben 30
percig vizsgaltuk, hogy a fagocitozisbeli kiilonbség a kiilonésen magas célsejtszam mellett is
detektalhato legyen. A mérést aramlasi citometriaval végeztiik. Az eredmények négy fiiggetlen
kiserlet atlagat (£SD) mutatjak be (*szignifikansan kiilonbozik a kontrolljatol kétmintas t-
probaval meghatarozva, p<0,05).
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Az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvételének hatékonysagat Raw 264.7 makrofag
sejtvonalat haszndlva is megvizsgaltuk. Ebben az esetben is azonos mértékii volt az
apoptotikus és nekrotikus sejtek fagocitozisa 30/60/90/120 perces inkubacidt kdvetden

egyarant (14. abra).

100 : 14. dabra: Az apoptotikus és
=2 — ApOPtqﬂkus 1 nekrotikus  timocitik  felvétele
> 80 ] —— Nekrotikus haté o
z i azonos hatékonysdagu Raw 264.7
"é makrofdagok dltal Fluoreszcensen
< 601 T jelolt apoptotikus vagy nekrotikus
E timocitak Raw 264.7 makrofagok
© 40 1 altali fagocitozisat 30, 60, 90 és
a . 1?0 .‘percig’ vizrsgdltuk ,5:1
@ celsejt:makrofag aranyt haszndlva.

Az apoptozis és a nekrozis
0 T . . T

indukciot az anyagok és modszerek

05¢6ra 16ra 1,50ra 2ora fejezetben leirt modon végeztiik. A

mérés  aramlasi  citometriaval
tortént. Az eredmények harom fiiggetlen kisérlet atlagat (£SD) mutatjak be (az apoptotikus és
nekrotikus sejtek felvétele kozott nincs szignifikans kiilonbség kétmintds t-probaval
meghatarozva, p<0,05).

415 A makrofagok hasznalhatjak ugyanazt a fagocita portalt egy apoptotikus és egy

nekrotikus sejt bekebelezéséhez

A fagocitozis soran a fagocita receptorok Osszegytilnek, klasztereket képeznek
a sejtmembran egyes teriiletein, ezek az Un. fagocita portalok, melyeken keresztiil szamos
apoptotikus sejt felvétele megtorténhet egymast kovetden (Toth és mtsai, 2009; Niedergang
¢és Grinstein, 2018; Nakaya és mtsai, 2008). Erdekes moédon az aramlasi citometrias mérések
soran ¢észrevettiik, hogy viszonylag kis szazalékban vannak jelen olyan makrofagok a
mintdkban, melyek mind apoptotikus, mind nekrotikus sejtet felvettek (13/E abra). Felmertilt
a kialakulé fagocitozis preferencia lehetsége, miszerint egy apoptotikus vagy nekrotikus sejt
felvétele meghatdrozhatja a makrofag késdbbi preferenciajat. Mindezek alapjan
feltételezhetonek tint, hogy a makrofagok kiillonb6zd fagocita portalt alakitanak ki az
apoptotikus és a nekrotikus sejtek szamara és a mar kialakult portal ugyanazt az elhalt
sejttipust fogja preferdlni a tovabbiakban. Hogy megvizsgaljuk ezt a lehetdséget, a

makrofagokat eldszor azonosan jelolt apoptotikus vagy nekrotikus timocitdkkal inkubaltuk 30
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percen keresztiil, majd egy alapos mosast kdvetden, tovabbi 30 percre masféle fluoreszcens
jeloléssel ellatott apoptotikus vagy nekrotikus sejteket adtunk kiilonb6z6 kombinaciokban az
eléetetett makrofagokhoz. Amikor megvizsgaltuk, hogy az elsé korben fagocitald
makrofagok koziil hany % vett fel apoptotikus és nekrotikus sejteket, azt tapasztaltuk, hogy a
masodik sejttipus felvétele fiiggetlen volt a korabban bekebelezett célsejttél (15/A abra). Ez
azt engedi feltételezni, hogy a kialakult fagocita portalok az apoptotikus €s nekrotikus sejtek
esetében is hasonloak vagy akar azonosak lehetnek. Erdekes modon az eléetetést kovetéen a
nekrotikus sejtek felvétele valamivel alacsonyabb volt, mint az apoptotikusaké (nem
szignifikdns a kiilonbség), de ez a csokkent felvétel fiiggetlen volt az elézdleg felvett
sejtekt6l. Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy azért tapasztaltuk kevés egyszerre apoptotikus
¢s nekrotikus timocitat is felvett makrofagot (13/E abra), mert rovidtava (30 perc)
fagocitdzist vizsgaltunk, mely soran valdsziniileg a legtobb makrofag csak egyetlen sejtet

tudott bekebelezni.
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15. dabra: Az apoptotikus és nekrotikus timocitik bekebelezése torténhet ugyanazon a
fagocita portilon keresztiil és Racl fiiggd A BMDM-eket eldszor CFDA-SE dltal jelolt
apoptotikus vagy nekrotikus timocitikkal inkubaltuk 30 percig, majd e sejtek eltavolitasat
kovetéen a fagocitozis azonos mennyiségl, de deep red dltal festett apoptotikus vagy
nekrotikus timocitakkal folytatodott tovabbi 30 percig. A mérést dramlasi citometriaval
végeztitk. A diagrammon azon BMDM-ek populacioit lathatiuk, melyek mindkét korben
fagocitaltak sejteket. 100%-nak azokat a makrofagokat tekintettiik, melyek kebeleztek be az
elsé korben hozzdadott sejtekbdl (A). Az eredmények hdarom fiiggetlen kisérlet atlagat (+SD)
mutatjik be (nincs szignifikans kiilonbség egyutas ANOVA-val meghatdarozva, p<0,05) Az
apoptotikus (B), hokezelt nekrotikus (C), vagy mindkét sejttipus (D) egyiittes fagocitozisat
bemutato reprezentativ transzmisszios elektronmikroszkopos képek. Mérettartomany: 2 uM.
Fluoreszcensen jelolt apoptotikus vagy nekrotikus timocitak BMDM-ek adltali fagocitozisat
daramlasi citometriaval vizsgaltuk a makrofagok 24 oran at térténd Racl inhibitor kezelését
kovetéen (E). Az eredmények harom fiiggetlen kisérlet atlagat (+SD) mutatjak be
(*szignifikansan kiilonbozik a sajat kontrolljatol kétutas ANOVA-val meghatdrozva, p<0,05).
Az apoptozis és a nekrozis indukciot minden esetben az anyagok és modszerek fejezetben leirt
modon végeztiik. A fagocitozist minden esetben dOsszesen 60 percig, 5:1 célsejt:makrofag
aranyt hasznalva vizsgaltuk.

Hogy megvizsgaljuk a BMDM-ek altal hasznalt internalizaciés mechanizmusokat

transzmisszios elektronmikroszkopidval végeztiink morfologiai analizist a fagocitdzis
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kozben. Az apoptotikus €s nekrotikus sejtek felvételét kiilon-kiilon vizsgalva, a makrofagok
allabai mindkét esetben szorosan koriilolelték a bekebelezésre keriild részecskét (15/B, C
abra), ez az un. cipzarszerl bekebelezési mechanizmus. Ezen feliil, mikor az apoptotikus és
nekrotikus sejtek egyszerre voltak jelen a makrofagok mellett, megfigyeltilk, hogy a
kiilonb6z6 elhalt sejtek felvétele gyakran torténik egymast kovetden ugyanazon a fagocita
portalon keresztiil. E megfigyeléseinket elektronmikroszképos felvételekkel (15/D abra),
valamint 1ézer pésztazd citometria €s konfokalis mikroszkopia segitségével timelapse
videokkal is igazoltuk (a videok az alabbi linken elérhetdk:
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/2211-5463.12584), mely szintén azt
tamasztja ala, hogy hasonld/azonos eldre kialakult fagocita receptor klaszterek vesznek részt
az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvételében.

Az apoptotikus sejtfelvétel egyik kulcsszerepldje a Racl kis molekulatomegii
GTPéaz, mely az allabak képzddéséhez sziikséges aktin Ujraszervezddét szabalyozza és
szamos fagocitdzis jelatviteli Gtvonal altal aktivalodik (Poon €s mtsai, 2014). A Racl gatlasa
az NSC23766 Racl inhibitor segitségével csokkentette mind az apoptotikus, mind a
nekrotikus sejtek felvételét (15/E abra), tehat valdsziniileg nem csak a fagocitozisban részt
vevl receptorokon, hanem az aktivalodo jelatviteli utvonalakon is osztozik az apoptotikus és

nekrotikus sejtfelvétel.

4.2 Az Nmel NDPK szerepének meghatarozasa az apoptotikus sejtek

makrofagok altali felvételében

421 Az NM23-M1/Nmel szerepet jatszik az apoptotikus sejtek BMDM-ek altali

fagocitozisaban

Mivel az apoptozis és az apoptotikus sejtek eltakaritasanak mechanizmusa
evollcidsan erdsen konzervalt, igy megvizsgaltuk, hogy az NDK-1 szerepére is igaz-€ €z. Az
NDK-1 egér homologja, az NM23-M1/Nmel szerepét vizsgaltuk BMDM-eken apoptotikus
sejtek bekebelezése kozben. A makrofagokban az Nmel fehérje szintjét Nm23-M1 specifikus
SIRNS-ek segitségével csokkentettiik. Kontrollként nem specifikus SiRNS-ekkel és
transzfekcids reagenssel kezelt makrofagokat haszndltunk. A Western blot mérések alapjan
megallapithatjuk, hogy az Nmel specifikus csendesités kb. 55 %-os csokkenést

eredményezett az Nmel fehérje szintjében (16/A abra). A csendesitést kdvetden
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megvizsgaltuk az apoptotikus timocitadk BMDM-ek altali felvételének hatékonysagat. 1:5
apoptotikus sejt:makrofag arany mellett fél oras fagocitozist kovetéen az NM23-M1
specifikus siRNS-el kezelt makrofagok 40%-al csokkent apoptotikus sejt fagocitozist
mutattak (16/B abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az Nmel fehérje emlGsok esetében is
a férgeknél tapasztaltakhoz hasonléan részt vesz az elhalt sejtek eltakaritasanak

mechanizmusaban.
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16. abra: Az Nmel csendesitése szignifikansan csokkenti az apoptotikus timocitak BMDM-
ek altali felvételéet A BMDM-ek random és Nmel specifikus siRNS-ekkel, Dharmafect
transzfekcios reagens segitségével torténd transzfekcioja utan (48 ora) egyrészt a sejtekbol
izolalt fehérjék elvalasztasat kovetoen Western blot analizis segitségével meghataroztuk az
Nmel fehérje mennyiségét (A), mdsrészt fluoreszcensen jeldlt (deep red) apoptotikus
timocitak hozzaadasaval meghataroztuk a makrofagok fagocitozis kapacitdsat. Az apoptozis
indukciot az anyagok és modszerek fejezetben leirt modon végeztiik. A fagocitozist 30 percig
5:1 célsejt:makrofag aranyt haszndlva vizsgaltuk. A mérést aramlasi citometriaval végeztiik.
A fagocitozis eredmények ot fiiggetlen kisérlet atlagat (£SD) mutatjak be (*szignifikansan
kiilonbozik egyutas ANOVA-val meghatdrozva, p<0,05). A Western blot esetén egy
reprezentativ kisérlet eredménye lathato.
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4.3 A transzglutaminaz 2 szerepének meghatarozasa a sériilést koveté vazizom

regeneracio soran

A tovabbiakban egy még jelenleg is futd, publikalas el6tt allo projekt eddigi

eredményeit fogom bemutatni.

4.3.1 A TG2 hianyos izomrostok keresztmetszeti teriilete mind a kontroll, mind a CTX

injektalt izmokban Kisebb, mint a vad tipusuaké

Az izomrostok keresztmetszeti teriiletének (CSA) meghatarozasahoz TG2™* és TG2"
egerekbdl izolaltunk kontroll (nem tortént CTX injekcid) és 8 napja regenerdlodd sériilt
izmokat (CTX injekciot kovetden). Az izolalt izmokat fagyasztassal konzervaltuk és
szovettani metszeteket készitettiink beldlik, melyeket HE festéssel, vagy laminin

immunhisztokémiai festéssel és DAPI magfestéssel jeloltiik (17/A, B abra).
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17. dbra: Vad tipusu és TG2 hianyos egérbol szarmazo kontroll és CTX injektalt izmok
szovettani metszetei és az izomrostok keresztmetszeti teriilete Feliil TG2™™ és TG2™" egerbol
szarmazo kontroll (A) és 8 nappal a CTX injekciot kévetden izolalt (B) vazizmok HE festett és
immunhisztokémiaval laminin (z6ld), valamint sejtmag (kék) jelolt metszeteirol késziilt
reprezentativ képek lathatok. Alatta a laminin festett metszetek alapjan az izomrostok méret
szerinti eloszlasa (C, D), atlagos CSA-ja (E, F, G) és a tébbmagvi izomrostok %-a (H)
lathato. Az eredmények négy fiiggetlen kisérlet atlagat (+SD) mutatjak be (*szignifikansan
kiilonbozik a vad tipusu kontrolljatol kétmintas t-probaval meghatdarozva, p<0,05).
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A CSA meghatarozasat a HE festett metszeteken az Imagel program segitségével az
izomrostok manualis kijeldlésével végeztiikk. A laminin festés segitségével mar automatizalni
tudtuk a CSA meghatarozéasat az ImageJ Muscle morphometry nevii bévitményét hasznalva.
Természetesen ebben az esetben is ellendriztiik az izomrostként definidlt objektumokat és a
hibas eredményeket eltavolitottuk az adatok koziil. Minden mintdhoz négy egér TA izmainak
azonos sikjabol szarmazd metszeteket elemeztiink (3 metszet/izom), majd az egerenként
atlagolt izomrostok CSA-jat atlagoltuk. Az izomrostok méret szerinti eloszlasanal az adott
mérettartomanyba esO rostok szazalékos értékét atlagoltuk. A kontroll TG2 hianyos
izmokban az izomrostok atlagos kersztmetszeti teriilete szignifikansan kisebb (17/E, G abra),
¢s joval nagyobb szamban fordulnak eld kisebb méretli izomrostok, mint a vad tipust
izmokban (17/C ébra). A CTX injekciot kdvetden 8 napig regeneralodott izmoknal is
megfigyelhetd, hogy a TG2 hianyos izomrostok CSA-ja kisebb (17/F, G abra), és szintén
jelent6sebb a kisebb mérettartomanyba esé izomrostok populacioja (17/D). Azonban itt mar
kisebb a kiilonbség, ugyanis a sériilés hatasara a vad tipust izmokban Gjonnan keletkezett
izomrostok CSA-ja is kisebb. A regeneralod6 izmokban kvantifikaltuk a centralis
sejtmagokat és meghataroztuk a tobbmagvi izomrostok ardnyat. A TG2 KO izmokban

crer

mukodésére utalhat.

4.3.2 A regeneralodo izomban jelen 1évé makrofagok és neutrofilek aranyara nincs

hatassal a TG2 hianya

A vazizom regeneraciot nagyban befolydsoljak a lokalisan jelen lévd €s i1ddben
véltozé aranyban megjelend immunsejtek, elsdsorban a neutrofilek és a makrofagok. Ezért
megvizsgaltuk, hogy a regeneracio soran TG2 hianyaban valtozik-e az izomba bearamlo
immunsejtek szdma és ardnya. A nem injektalt vagy fiziologias sooldattal injektalt kontroll,
valamint a CTX injekciot kovetden 2 és 4 nappal izolalt kollagenazzal emésztett izommintak
sejtjein F4/80 (makrofag marker) és Ly6G (neutrofil marker) fluoreszcens antitest jelolést

végeztiink, melyet aramlasi citometriaval detektaltunk.
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R-3 = neutrofilek (Ly-6G*)
R-4 = makrofagok (F4/80*)
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Az elvérasainknak megfelelden, a kontroll mintdkban nem tapasztaltunk szamottevd
neutrofil vagy makrofag populaciokat (18/A, B abra). A CTX injektalt izmok esetében a
regeneracid0 masodik napjan kozel azonos mennyiségben vannak jelen neutrofilek és

makrofagok (18/C, E abra). A regeneracié negyedik napjara az irodalmi adatoknak
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megfeleléen (Saclier és mtsai, 2013a) a neutrofil populacié szinte teljesen eltlinik, és nagyobb
szamban vannak jelen makrofagok (18/D, E éabra). A TG2 hidnya nem befolyasolta a

makrofagok és neutrofilek aranyat a regeneracio két vizsgalt idépontjaban (18/E éabra).

4.3.3 TG2 hianyaban az izomba infiltraléodé leukocitak csokkent szinten expresszaljak

a TNFa, IL1, IL6, TGFB1 citokineket és a Gdf3 novekedési faktort

Vad tipusu és TG2 KO izmokbdl 2, 3 és 4 nappal a CTX 4altal okozott sériilést
kovetben magneses sejtszeparalassal leukocitakat izoldltunk (CD45" sejtek), hogy
megvizsgaljuk az altaluk termelt gyulladasi (TNFa, IL1, IL6) és anti-inflammatorikus
(TGFpB1) citokinek expressziojat, ezaltal képet kapjunk az izomban uralkodé gyulladasi
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19. dbra: A TNFa, IL1, IL6 és TGFpBI citokinek, valamint a Gdf3 névekedési faktor
expresszioja regenrdlodo izombol szarmazo leukocitakban A 2, 3 vagy 4 napos TG2'" ¢és
TG2™" regeneralodo izmokbdl izolalt leukocitakban RT-qPCR segitségével mértiik a TNFa
(A), IL1 (B) és IL6 (C) pro-inflammatorikus citokinek, a TGFf! (D) anti-inflammatorikus
citokin és a Gdf3 (E) novekedési faktor mRNS expressziojat. A Gdf3 fehérje szintjének
meghatarozasa Western blot segitségével tortént (F). Az eredmények hat, a denzitometria
esetében harom fiiggetlen kisérlet dtlagat (£SD) mutatjak be (*szignifikansan kiilonbozik a
vad tipusu kontrolljatol kétmintdas t-probaval meghatdrozva, p<0,05). A Western blot
esetében egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato.
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A TNFa, IL1 ¢és IL6 gyulladasi citokinek szintje a 2 napos regeneralodd izomban
alacsonyabb, mig a 4 napos regeneralod6 izomban magasabb (IL6 esetében nem szignifikans
a kiilonbség) volt a TG2" leukocitakban (19/A, B, C 4bra). Ez alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy a szatellita sejtek aktivacidjahoz is elengedhetetlen kezdeti
gyulladasi valasz csokkent, esetleg késleltetett a TG2 hidnyos sériilt izmokban. A TGFB1
anti-inflammatorikus citokin expresszidja pedig a regeneracid6 negyedik napjan mutat
alacsonyabb szintet (19/D abra), amikor mar a gyulladasos fenotipusti makrofagokat normal
esetben felvaltjak a “gyodgyité” makrofagok. Lehetséges, hogy a TG2 hianyaban ez is
késleltetve torténik meg. A Gdf3 ndvekedési faktor génexpresszidja, minden vizsgat
idépontban alacsonyabb volt a TG2 KO leukocitakban (19/E abra). A Gdf3 szintjét 4 napos
regeneralodd izomban fehérje szinten is megvizsgaltuk SDS-PAGE ¢és Western blot
segitségével, melyben szintén tapasztaltuk a csokkent expressziot (19/F abra). A Gdf3
csokkent szintje magyarazatot adhat a TG2 hianyos izmokban tapasztalt kisebb izomrost
CSA-ra és a tobbmagvi izomrostok alacsonyabb szamara is, ugyanis, ha a mioblasztok
fuzioja nem mikodik megfeleléen nem tudnak kialakulni az érett, nagyméretli, sokmagva

izomrostok.
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5 MEGBESZELES

A szakirodalmat olvasva az apoptotikus ¢és nekrotikus sejtek makrofagok altali
eltakakaritasdnak hatékonysagarol és a felvételiiket kovetden kivaltott immunszabalyozo
funkcioikrol ellentmondasos eredményeket talalhatunk. Egyes kutatdsok szerint az
apoptotikus sejtek felvétele hatékonyabb és gyorsabb, mint a nekrotikusaké és nekrotikus
sejtek jelenlétében a makrofagok az apoptotikus sejtek felvételét részesitik elényben
(Brouckaert és mtsai, 2004), mig masok a nekrotikus sejtek gyors és az apoptotikus
sejtekéhez hasonldéan hatékony felvételérél szamolnak be (Hirt és Leist, 2003; Cocco és
Ucker, 2001). Bar mar tudjuk, hogy ugyan nem aktiv modon, de a nekrotikus sejtek felszinén
is megjelenik az apoptotikus sejtek felismerésénél “egyél meg” jelként azonositott PS
molekula, egyes kutatdsok szerint az apoptotikus €és a nekrotikus sejtek makrofagok altali
felismerése nem azonos modon, a PS megjelenésétdl fiiggetleniil torténik (Cocco és Ucker,
2001). Masok eredményei szerint azonban az apoptotikus sejtekhez hasonldan a nekrotikus
sejtek felvétele is PS fiiggd mechanizmusokkal megy végbe (Brouckaert és mtsai, 2004; Hirt
és Leist, 2003). Kutatasaink soran kiilonb6z6 PS receptorok szerepét vizsgaltuk apoptotikus
¢és primer nekrotikus timocitak BMDM-¢k altali fagocitozisa soran és megallapitottuk, hogy
kisérleti rendszeriinkben az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvétele azonos hatékonysaggal
torténik és egyarant PS fiiggd, melyben szerepet jatszanak a MerTK, Tim-4 és integrin 33
direkt vagy indirekt PS receptorok és az integrin koreceptorként funkcionaldo TG2.

Mig az apoptotikus sejtek szamos anti-inflammatorikus molekulat bocsatanak ki
magukbodl (pl. TGFp, IL10, TSP-1, LPC), a nekrotikus sejtekrdl tudjuk, hogy a hirtelen
sejtkdrosodas eredményeképp gyulladaskeltd hatdsu anyagok szabadulnak fel beldliik (pl.
nem fragmentalodott genomi DNS). Az apoptotikus sejtek az Oket bekebelezd
makrofagokban is anti-inflammatorikus folyamatokat inditanak el, melyhez a PS felismerése
(Huynh és mtsai, 2002) és bizonyos PS receptorokon (pl. MerTK) elinduld jelatviteli
utvonalak is hozzajarulnak (Tibrewal és mtsai, 2008). A nekrotikus sejtek bekebelezéseét
kovetden a makrofagokban bekovetkezd gyulladasi hatasokrol is megoszlanak a vélemények.
Egyes tanulmanyok szerint a nekrotikus sejtek felvétele gyulladdsi valaszt generdl a
makrofagokban (Cocco és Ucker, 2001), mig masok szerint a nekrotikus sejtek felvétele
szintén immunologiailag csendes folyamatnak tekintheté (Brouckaert és mtsai, 2004; Hirt
és Leist, 2003). Mivel a nekrotikus sejtek felvételében is szerepet jatszik a PS és receptorai,
igy feltételezhetjiik, hogy a makrofagokban az apoptotikus sejtek bekebelezését kovetden

kivéltott hatasaik ebben az esetben is érvényesiilnek, igy bar a nekrotikus sejtek magukban
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pro-inflammatorikus folyamatokat inditanak el, a makrofagok altali bekebelezésiik segitheti
az immuntolerancia kialakulasat. Ugyanakkor elképzelhetd, hogy eddig még nem azonositott
receptorokon keresztiil gyulladast fokoz6 jelatviteli utak is aktivalodnak.

A bekebelezett és megemésztett apoptotikus sejtek lipid tartalma is hozzajarul az anti-
inflammatorikus hatasokhoz ¢és az elhalt sejtek minél gyorsabb eltakaritasahoz a makrofagok
magreceptoraira hatva (Sarang és mtsai, 2014; Zahuczky és mtsai, 2011). Kisérleteink soran a
BMDM-ek kiilonb6zd magreceptorainak aktivalasat kovetden hasonloképpen megnovekedett
apoptotikus és nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk, mely alapjan gy tiinik, a nukleéris
receptorok altal kivaltott fagocitdzis ndvekedés nem korlatozodik csupan az apoptotikus
sejtek felvételére.

Az aktivalt magreceptorok hatdsara tobbek kozott kiilonbozo, a fagocitdzisban részt
vevO receptorok, opszonizald és hidképzO molekulak génjei aktivalodnak (Rébé és mtsai,
2009; Sarang ¢és mtsai, 2014). Apoptotikus és nekrotikus timocitdkat 24 oran keresztiil
fagocitalo Raw 264.7 makrofagokkal végzett valos idejii kvantitativ PCR méréseink alapjan
elmondhatjuk, hogy a megvizsgalt néhany, az apoptotikus sejtek felvételét kovetden a
makrofagokban aktivalédé magreceptor célgén (MerTK, TG2, Clgb, MFG-E8, SREBP1 és
RARa) expresszidja nekrotikus sejtek felvételét kovetéen is hasonld mértékben
megemelkedett. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a nekrotikus sejtek bekebelezése az
apoptotikusakéhoz hasonloan serkenti a makrofagok fagocitald képességét, igy gyorsitja az
elhalt sejtek eltakaritasat.

Ha az apoptotikus és a nekrotikus sejtek felvétele azonos mechanizmussal torténik,
akkor feltételezhetjiik, hogy mindkét sejttipus egyiittes jelenlétében kompeticio alakul ki.
Ennek megfeleléen kompeticios fagocitozis kisérleteink soran, mikor az apoptotikus és
nekrotikus timocitakat kiilonb6z6 aranyokban egyiitt adtuk a BMDM-ekhez, valdban azt
tapasztaltuk, hogy a kiilonféleképpen elhalt timocitak versengenek egymassal a makrofagok
altali felvételért.

Egyes korabbi tanulmanyok szerint, melyek soradn korai apoptotikus €s nekrotikus
kiilonboz6 internalizdciés mechanizmust hasznalnak az apoptotikus és a nekrotikus sejtek
felvételéhez (Krysko és mtsai, 2003; Krysko és mtsai, 2006). Az L1929 sejtek apro
apoptotikus testeket formalnak, melyek szorosan zar6do fagoszomakkal kertiltek felvételre,
mig a nagyméretli nekrotikus sejteket kisebb részletekben, a folyadék fazissal egyiitt, egy un.
makropinocitozis-szerii mechanizmussal vették fel a makrofagok. Az allab képzddés és a

crer

bekebelezés  morfologidjat a  sajat  kisérleti  rendszeriinkben  transzmisszios
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elektronmikroszkopia segitségével megvizsgalva nem tapasztaltunk makropinocitdzisra
emlékeztetd képleteket. Mind az apoptotikus, mind a nekrotikus timocitdk bekebelezésénél
szorosan zard0do fagoszomakat lattunk. Ezt az ellentmondéast a célsejtek méretének
Osszehasonlitdsa oldhatja fel. A mi kisérleti rendszeriinkben haszndlt timocitak kisebb
méretlick, mint az L1929 sejtek, igy ebben az esetben a makrofagok hasonld fagoszomak és
allabképzodeés segitségével tavolithatjak el a kisméretii, kiilonbozoképpen elhalt timocitakat.

Mikor a kiilonboz6 elhalt sejtek egyszerre voltak jelen a makrofagok mellett,
elektronmikroszkdpos felvételeken, valamint konfokalis mikroszkopia segitségével készitett
timelapse videokon is megfigyeltiik, hogy az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvétele
gyakran torténik ugyanazon a fagocita portalon keresztiil, egymast kdvetden. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy hasonld/azonos eldre kialakult fagocita receptor klaszterek vesznek részt
az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvételében. Ezt tdmasztotta ald az is, hogy az
apoptotikus vagy nekrotikus sejtekkel eldetetett makrofagoknal sem tapasztaltunk késObbi
fagocitdzis preferenciat, azaz a kiilonbozOképpen elhalt sejtek felvétele fliggetlen volt az
el6zdleg felvett sejttipustol.

Mindezek arra engednek kdvetkeztetni, hogy a primer nekrotikus sejtek makrofagok
altali felvétele morfologiailag megegyezik az apoptotikus sejtfelvétellel és mindkét
folyamatban szerepet jatszanak az elhalt sejtek részérdl a PS, a makrofagok részérdl pedig a
Tim-4, MerTK, integrin a,f3, TG2 és Racl molekuldk. A GR, RAR és LXR magreceptorok
aktivacidja a makrofagokban mind az apoptotikus, mind a nekrotikus sejtfelvételt fokozza
(20. abra). Ennek jelentdsége lehet pl. az apoptotikus sejtfelvételt célzo klinikai terapiak
soran, melyek ezaltal javithatjdk a nekrotikus sejtek eltakaritasat is, igy hozzdjarulva a

kezelés sikerességéhez.
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20. dbra: Az apoptotikus és nekrotikus sejtfelvétel kozos mechanizmusai Az apoptotikus és
nekrotikus sejtek felvétele torténhet ugyanazon a foagocita portdlon keresztiil, ugyanis a
makrofagok bizonyos sejtfelszini PS receptorai részt vesznek mindkét sejttipus felvételéeben. A
bekebelezett apoptotikus és nekrotikus sejtek hatasara is aktivalodnak a makrofagok lipid
érzékel6 magreceptorai, melyek végiil kozvetleniil, vagy retinoidok dltal kézvetitetten
serkentik bizonyos, a fagocitozishoz sziikséges, vagy anti-inflammatorikus molekulik
expressziojat, 1igy hozzdajarulnak az elhalt sejtek mielobbi eltakaritasahoz és az
immuntolerancia kialakulasahoz. Az abra a biorender program segitségével késziilt.

Az elhalt sejtek felismerésének hatasara a fagocitdkban aktivalodo, a bekebelezést
elinditdé evolucidsan konzervalt jelatviteli utvonalak hatdsara tobbek kozott aktivalodnak a
Racl (Park and Kim, 2017) és a dinamin (Yu és mtsai, 2006) GTPazok, melyek lehet6vé
teszik a citoszkeletalis atrendez6dést, igy a bekebelezéshez sziikséges allabak képzddését. A
Racl gatolt makrofagokkal végzett fagocitdzis kisérleteink sordn azonos mértékben csokkent
apoptotikus és nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk, tehat valoszintileg a fagocitozisban részt
vevo receptorokon feliil az aktivalodo jelatviteli utvonalakon is osztozik az apoptotikus és
nekrotikus sejtfelvétel.

A dinamin megfelel6 miikodéséhez sziikséges GTP-vel vald ellatasat az NDPK-k
végzik (Boissan ¢és mtsai, 2014). C. elegans fonalféregben a DYN-1 és az NDK-1

bizonyitottan fizikai interakcidban vannak az apoptotikus sejtek bekebelezése soran kialakuld
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fagoszomak felszinén (Fancsalszky és mtsai, 2014). Ez az interakcid nem csak a bekebelezés
kezdeti fazisanal, hanem a fagoszoma érésénél is megfigyelhetd, az NDK-1 a DYN-1-el
azonos id6ben van jelen a folyamat soran. Human monocita eredetii makrofagok esetében is
megfigyelhetd volt a dinamin és az Nmel kolokalizacidja a fagocita portalban, valamint
Nmel hianyos hMDM-eknél csokkent fagocitozis figyelheté meg. Ragesaldé modellben is
megvizsgaltuk, hogy az Nmel NDPK hogyan jarul hozza az apoptotikus sejtek
eltakaritadsdhoz. Nmel csendesitett egér BMDM-ek esetében is csokkent apoptotikus sejt
fagocitozist tapasztaltunk. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a dinamin és az Nmel
fagocitozist tdmogatd kooperacidja evolucidsan konzervalt és szilikséges a sikeres fagocitdzis
lezajlasahoz.

A TG2 keresztkoté funkcidjanak és széleskori interakcids képességének

koszonhetden tobb szinten is segiti a sebgyodgyulasi €és szovetregeneralodasi folyamatokat.
Hozzéjarul az ECM stabilizaciojahoz és Ujraszervezddéséhez (Aeschlimann és Thommazy,
2000), részt vesz kiilonbozo sejt-matrix kdlcsonhatasokban (Balklava és mtsai, 2002; Belkin
és mtsai, 2001), anti-inflammatorikus molekulaként szerepet jatszik az apoptdzis program
lezajlasaban (Fésiis és Szondy, 2005; Piredda és mtsai, 1997; Nishiura és mtsai, 1998; Sarang
¢és mtsai, 2007) és makrofagokban integrin 3 koreceptorként miikodve az apoptotikus sejtek
eltakaritasaban is kozremiikodik (Akimov és Belkin, 2001; Szondy és mtsai, 2003; Toth és
mtsai, 2009). Annak ellenére, hogy sokat tudunk a TG2 funkciéirdl a szovetregeneracio
soran, a vazizom regeneracioban betoltott szerepe még nem tisztazott.
a TG2 szerepére utal az embriondlis vazizom fejlédés soran (Bersten és mtsai, 1983).
Sziiletés utan a TG2 normal esetben nem, vagy csak igen alacsony szinten expresszalodik a
vazizomban, azonban idiopatias gyulladasos miopatiaknal (Choi és mtsai, 2004), valamint a
regeneracioban fontos szerepet jatszo neutrofilekben ¢és makrofagokban kifejezddik
(Nurminskaya és Belkin, 2012). Mindezek alapjan TG2 hidnyos egereket hasznalva célul
tliztiik ki megvizsgélni a TG2 szerepét CTX okozta vazizom sériilés utani regeneracidban.

A sériilést kovetd napokban kovetkeztethetiink a vazizom regeneracio hatékonysagara
az izomrostok méretébdl. Laminin immunhisztokémiai festés alapjan a TG2 hianyos
egerekbdl szarmazo kontroll és CTX injekciot kdvetéen 8 napja regeneralddd izomrostok
keresztmetszeti atmérdje kisebb, mint a vad tipustaké. Ezen kiviil a TG2 KO regeneral6do
izomrostoknal a centralis sejtmagokat kvantifikélva kevesebb tobbmagvu sejtet detektaltunk,

mely abnormalis mioblaszt fuziéra utalhat.
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A regeneracid kezdeti fazisaban az izomba bearamld neutrofilek és gyulladasi
makrofagok, valamint a par nappal késdbb megjelend ’gyogyitd” makrofagok szdmaban nem
tapasztaltunk kiilonbséget a TG2 hianyos és vad tipusu egerekben. Ha a jelen 1év6
immunsejtek szdmaban nincs is kiilonbség, az altaluk termelt, a regeneraciét nagyban
befolyasold molekuldk mennyiségérdl ez mar nem mondhato el. Kvantitativ valos idejii PCR
segitségével megallapitottuk, hogy a regeneracido kezdeti szakaszaban a TG2 hidnyos
izomban jelen 1év0 leukocitdk kevésbé expresszaljak a szatellita sejtek aktivaciojahoz is
elengedhetetlen (Perdiguero és mtsai, 2011) gyulladasi citokineket (TNFa, IL1, IL6). Ezen
feliil, a regeneracid késobbi szakaszaban, mikor mar a neutrofilek eltiinnek a szinrdl és a
”oyogyitd” makrofagok dominalnak, a TG2 hianyos izomban csokkent az anti-
inflammatorikus TGFB1, ugyanakkor megnovekedett a gyulladasos IL1 és TNFa citokinek
expresszidja. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a TG2 hidnyaban az izomregeneracid soran
lezajlo gyulladasi valasz csokkenten, vagy kissé késleltetve jelenik meg (21. abra).

A Gdf3 novekedési faktort izomregeneracid soran PPARYy altal szabalyozott modon a
a sokmagvu izomrostok kialakulasahoz (Varga és mtsai, 2016b). A Gdf3 szintje a TG2 KO
regeneralodo 1izmokbol szdrmazo leukocitakban csokkent, melyet mind mRNS, mind fehérje
szinten kimutattunk. Ebbdl tehat arra kovetkeztethetiink, hogy a TG2 akar a Gdf3 fehérje

crer

szintjének befolyasolasan keresztiil is szerepet jatszhat a mioblasztok fuzidjaban (21. abra).
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pro- / anti-inflammatorikus makrofigok

21. abra: A TG2 szerepe a vazizom regenerdcioban TG2 hianyaban a vdzizomba infiltralodo
leukocitdk csékkent gyulladasi citokin termelést mutatnak a regenerdcio kezdeti fazisaban,
mely befolyasolhatja a szatellita sejtek aktivalodasat. A regeneracio késobbi fazisaban TG2

erer

a Gdf3 expresszioja is csokkent, mely csokkent izomrost méretet eredményezhet. Az abra
(Varga és mtsai, 2016b) alapjan lett modositva.

A PS nem csak az apoptotikus sejtek bekebelezésénél jatszik fontos szerepet, hanem
fejlédés soran jelen van az €16 mioblasztok felszinén és a miogén differenciacio soran a sejtek
kolesonhato régidiban fejezddik ki (van den Eijnde és mtsai, 2001). A PS bokkolasa gatolja a
miotubulusok kialakuldsat a mioblaszt fuzi6 gatlasan keresztiil (Jeong és Conboy, 2011).
Egyes PS receptorok is részt vehetnek a mioblaszt fuzidban, ugyanis a PS receptorok altal
aktivalt jelatviteli Utvonalak a Racl GTPazt aktivaljak, mely sziikséges a mioblaszt f0zid
soran végbemend citoszkeletalis atrendezédésekhez is (Laurin és mtsai, 2008). A Bail és
Stabilin 2 direkt PS receptorok aktivacidja a mioblasztok felszinén 1évo PS altal sziikséges a
utani regeneracio tapasztalhato (Hochreiter-Hufford és mtsai, 2013; Park és mtsai, 2016). Az

embriondlis vazizom fejlédés és a sériilést kovetd izomregenerdcié sordn nagyon hasonlo
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folyamatok zajlanak le, igy nem meglepd, hogy a PS, a Bail és a Stabilin 2 szerepe is
mindkét folyamat sordn bizonyitast nyert. A TG2 szintén részt vehet a mioblaszt fizidban
azaltal, hogy szerepet jatszik a PS felismerésében az integrin 3 és MFG-E8 molekulakkal
egylittmikodve, igy aktivalva a Racl 4ltali citoszkeletalis atrendezodést.

Ezen feliil a TG2 mas mddon is kothetd az izomnovekedéshez. Nemrégiben C2C12
mioblaszt sejtvonalon kimutattak, hogy tisztitott tejzsir globulus membran (MFGM) fehérje
frakcio hatasara, mely 82%-ban MFG-E8-at tartalmaz, az mTOR ttvonalon keresztiil hatva
megnd a sejtek proliferacidja (Li és mtsai, 2018). Az MFGM rendszeres fogyasztasa
taplalékkiegészitoként egészséges felndtteknél javitja a vézizom fizikai teljesitményét,
beleértve az izomrostok keresztmetszeti teriiletének és vezetési sebességének novekedését
(Ota és mtsai, 2015; Minegishi és mtsai, 2016). Id6kozben a szekretalédott TG2-rdl is
kidertilt, hogy a G fehérjéhez kapcsolt receptor 56-hoz (GPR56) kapcsolodva, szintén az
MTOR kinaz komplex aktivalodasan keresztiil, serkenti a C2C12 mioblasztok fehérje
szintézisét, ezaltal novekedését (Kitakaze és mtsai, 2019).
embrionalis vazizom fejlédés, mind a sériilést kdvetd izomregeneracid soran magyardzatot
adna a tapasztalt csokkent izomrost méretre a kontroll és a regeneralodé TG2 KO izmokban.
Azonban a szekretalodott TG2 ezen kiviil akar az MFG-E8-on, vagy a GPR56-on keresztiil is
serkentheti az mTOR jelatviteli Gtvonalat, ezaltal az izomrostok novekedését. Hogy a TG2

szerepét pontositsuk, a tovabbiakban C2C12 mioblaszt sejtvonalon szeretnénk megvizsgalni a

ey
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6 OSSZEFOGLALAS

Az immunrendszer professziondlis fagocita sejtjeinek egyik f6 feladata a
szervezetliinkben nap mint nap keletkezd elhalt sejtek eltakaritdsa. Az apoptotikus sejtek
felvételével ellentétben a nekrotikus sejttormelék eltakaritasarol viszonylag keveset tudunk,
pedig ezek a kiilonb6zd sejthalal tipusok gyakran egyiitt jelennek meg patologias
helyzetekben. Kisérleteink soran hé és H,O, altal elolt nekrotikus és szérum éheztetett
apoptotikus timocitak egér BMDM-ek altali felvételét vizsgaltuk in vitro. Eredményeink
alapjan a makrofdgok azonos hatékonysaggal képesek eltakaritani az apoptotikus ¢€s
nekrotikus sejteket, valamint a két sejttipus verseng a makrofagok altali felvételért. A
kiilonféleképpen elhalt sejtek makrofagok altali felvétele hasonldé morfologiaju
mechanizmussal és legalabb részben azonos fagocita receptorok kézremiikodésével (MerTK,
Tim-4, integrin B3, TG2), PS fiiggd mdodon, akar ugyanazon a fagocita portalon keresztiil is
torténhet. Az apoptotikus sejtek altal kivaltott gyulladascsokkentd hatds részben a
bekebelezést kovetden a makrofagok lipid érzékeld receptorainak aktivalasan keresztiil
torténik, mely hatasara megné a makrofagok fagocitaldo képessége és anti-inflammatorikus
citokin termelése. Kimutattuk, hogy a makrofagok kiilonb6z6 magreceptorainak stimulacioja
az apoptotikusakéhoz hasonloan serkentette a nekrotikus sejtek felvételét is, valamint, hogy
kiilonb6z6é magreceptor célgének (MerTK, TG2, Clgb, MFG-E8, SREBP1, RAR)
expresszidja hasonloképpen megndvekedett apoptotikus és nekrotikus sejtek bekebelezését
kovetden. Osszességében elmondhatjuk, hogy az apoptotikus és nekrotikus sejtek eltakaritasa

azonos mechanizmussal zajlik.

Az elhalt sejtek felismerésének hatasara a fagocitdkban aktivalodo, evolucidsan
konzervalt jelatviteli itvonalak hatasara tobbek kozott aktivalodik a dinamin GTPéaz, mely
hozzajarul a bekebelezéshez sziikséges citoszkeletalis atrendez6désekhez. A dinamin
megfeleld mitkddéséhez sziikséges GTP-vel valo ellatasat az NDPK-k végzik. A dinamin és
kiilonboz6é NDPK-k kapcsolatat kiilonb6zd membran atrendez8dési folyamatokban mar tobb
fajban is kimutattak. Mi egér modellben vizsgaltuk, hogy az Nmel NDPK hogyan jarul hozza
az apoptotikus sejtek eltakaritasahoz. Nmel csendesitett makrofagok esetében csokkent
apoptotikus sejt fagocitdzist tapasztaltunk. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a dinamin és az
Nmel fagocitdzist tdmogatd kooperédcidja evoluciésan konzervalt és sziikséges a sikeres

fagocitozis lezajlasahoz.
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A TG2-nek tébbek kozott szerepe van az apoptdzisban, és mint MFG-ES8 kot6 integrin
koreceptor az elhalt sejtek PS fiiggé fagocitdzisaban is. Ezen feliil a TG2 a sebgyodgyulasi
folyamatok és a szoveti fibrozis szabalyozasdban is részt vesz. Hogy megvizsgaljuk a TG2
vazizom regeneracidban betoltott szerepét kisérleteink soran CTX altal okozott sériilést
kovetden vizsgaltuk vad tipusu és TG2 hianyos egerek TA labszarizmait. A kontroll ¢és
regeneralodo izomrostok keresztmetszeti teriiletének meghatarozéasa alapjan a TG2 hianya a
vazizom fejlodés €és a regeneracio hatékonysagat is csokkenti. A TG2 KO izmokban
mukodésére utalhat. Bar az izomban a gyulladds hatasdra megjelend makrofagok ¢és
neutrofilek szama nem kiilonb6zott jelentdés mértékben, a regeneracio kezdeti szakaszaban
TNFa, IL1B és IL6 gyulladasi citokinek, késobbi szakaszaban a TGFB1 anti-inflammatorikus
citokin és az Osszes mért idopontban a Gdf3 novekedési faktor génexpresszidja
szignifikdansan alacsonyabb volt a TG2 hidnyos leukocitdkban. Ezek alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy a regeneracid soran lezajld kezdeti gyulladési fazis, mely sziikséges
a szatellita sejtek aktivaciojahoz, a TG2 hianyaban csokkent, esetleg késleltetve jelenik meg.
Ezen feliil az M2 vagy un. ”gy6gyitd” makrofagok anti-inflammatorikus citokin termelése is
csokkentnek tlinik a TG2 KO regeneralodd izomban. A Gdf3 ndvekedési faktor

crer

izomrostok kialakulasahoz. Ezek alapjan a TG2 a Gdf3 fehérje szintjének befolyasolasan
keresztiil IS szerepet jatszhat a mioblasztok fazidjaban, valamint egyes PS receptorokhoz
hasonloan (Stabilin 2, Bail), olyan jelatviteli Gtvonalakat aktivalhat, melyek a mioblaszt
fuzi6 sordn végbemend -citoszkeletalis atrendezddésekhez is sziikséges Racl GTPazt
aktivaljak. A szekretalodott TG2 ezen kiviil akar az MFG-E8-on, vagy a GPR56-on keresztiil

is serkentheti az mTOR jelatviteli utvonalat, ezaltal az izomrostok novekedését.
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7 SUMMARY

One of the major roles of professional phagocytes is the removal of dead cells in the
body. In contrast to phagocytosis of apoptotic cells, however, little is known about the
clearance of necrotic cells, though they often appear in various human pathologies, thus, must
be cleared together. In the present study, we investigated phagocytosis of heat- or H,O,-killed
necrotic and/with apoptotic thymocytes by mouse BMDMs in vitro and found that the two
cell types are engulfed at equal efficiency and compete with each other when added together
to BMDMs. The uptake of different dead cells by macrophages happens via similar
mechanism and with the participation of the same phagocytic receptors (MerTK, Tim-4,
integrin B3, TG2) in a PS dependent way. One of the anti-inflammatory effects of apoptotic
cells is mediated via activation of nuclear receptors in phagocytes, leading to enhanced
apoptotic cell phagocytosis and anti-inflammatory cytokine production. Indeed, stimulation
of different nuclear receptors in macrophages enhanced both apoptotic and necrotic cell
uptake. In addition, the expression of different nuclear receptor target genes (MerTK, TG2,
Clgb, MFG-E8, SREBP1, RARa) was similarly increased in response to uptake of apoptotic
or necrotic cells. Our data indicate that apoptotic and necrotic cells are cleared via the same

mechanisms.

During the uptake of dead cells the GTPase dynamin is activated via evolutionally
conserved signaling pathways. Dynamin contributes to the cytoskeletal rearrangement which
is required for the engulfment. NDPKs fuel dynamin with GTP required for its proper
function. The contribution of dynamin and NDPKs in different membrane remodeling
processes was observed in different species. We studied the role of the mouse NDPK, Nmel
in apoptotic cell clearance. The phagocytosis of apoptotic thymocytes was decreased in
Nmel silenced macrophages. Based on these data we can conclude that the phagocytosis
promoting cooperation of dynamin and Nmel is evolutionally conserved and required for the

proper phagocytosis.

TG2 was shown to play a role both in apoptotic cell death and, as an MFGES binding
co-receptor of integrins, in the clearance of apoptotic cells. TG2 was also implicated as a
regulator of wound healing, and tissue fibrosis. To determine the role of TG2 in the skeletal
muscle regeneration we induced injury by CTX injection into the TA muscles of TG2"* and
TG2" mice. Based on cross-sectional area analysis of control and regenerating muscle fibers,

the lack of TG2 affects the skeletal muscle development and reduces the effectivity of
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regeneration. The lower number of multinucleated myofibers observed in TG2 KO muscles
may refer to the impaired fusion of myoblasts. Although the number of infiltrating
neutrophils and macrophages is similar during regeneration in wild type and TG2 deficient
muscles, the gene expression of TNFa, IL1f and IL6 pro-inflammatory cytokines 2 days post
injury, the gene expression of TGFB1 anti-inflammatory cytokine 4 days post injury and the
expression of Gdf3 is reduced in leukocytes isolated from TG2” muscles. These results
indicate that in the absence of TG2 during skeletal muscle regeneration the initial
inflammatory response, which is needed to the activation of satellite cells, is decreased or
presumably delayed. In addition the anti.inflammatory cytokine production of healing
macrophages is also reduced in TG2 deficient regenerating muscle. During muscle
regeneration the growth factor Gdf3 enhances primary myoblast fusion thereby it is necessary
for the formation of multinucleated myofibers. TG2 may play a role in myoblast fusion by
influencing the level of GDF3 or similarly to other PS receptors (Stabilin 2, Bail) by
activating signaling pathways leading to the activation of Racl and cytoskeletal
rearrangements needed to myoblast fusion. In addition secreted TG2 may enhance the effect
of mTOR signaling thereby the growth of myofibers through MFG-E8 or GRP56.
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