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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

9CRA 9-cis retinsav (9 cis retinoic acid) 

A2AR adenozin A2A receptor (adenosine A2A receptor) 

A3R adenozin A3 receptor (adenosine A3 receptor) 

ABCA1 ATP kötő kazetta transzporter A1 (ATP-binding cassette transporter A1) 

AIF apoptózis indukáló faktor (apoptosis inducing factor) 

AMP adenozin-monofoszfát (adenosine monophosphate) 

AMPKα1 AMP aktivált protein kináz alfa 1 (AMP-activated protein kinase alpha 1) 

Apaf-1 apoptotikus proteáz aktiváló faktor 1 (apoptotic protease activating factor 1) 

ASC apoptózis-asszociált ”folt” fehérje (apoptosis associated speck protein) 

ATP adenozin-trifoszfátot (adenosine triphosphate) 

ATRA all-transz retinsav (all trans retinoic acid) 

Bai1 agy specifikus angiogenezis inhibítor 1 (brain-specific angiogenesis inhibitor 

1) 

Bak Bcl-2 antagonista/”ölő” (Bcl-2 antagonist/killer) 

Bax Bcl-2-asszociált X (Bcl-2-associated X) 

Bcl2 B-sejtes limfóma 2 (B-cell lymphoma 2) 

BID BH3 kölcsönható domén halál agonista (BH3 interacting-domain death 

agonist) 

BMDM csontvelői eredetű makrofág (bone-marrow-derived macrophage)  

C1q komplement komponens 1q (complement component 1q) 

CAD kaszpáz aktivált DNáz (caspase-activated DNase) 

CCR2 CCL2 kemokin receptor (CCL2 chemokine receptor) 

CD differenciációs antigén (cluster of differentiation) 

CFDA-SE karboxifluoreszcein-diacetát-szukcinimidil-észter (carboxyfluorescein 

diacetate succinimidyl ester) 

CMTMR 5‐(és‐6)‐(((4‐klorometil)benzoil)amino)tetrametilrodamin (5-(and-6)-(((4-

chloromethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamine) 

CTX kardiotoxin (cardiotoxin) 

CX3CL1 fraktalkin (CX3C motif chemokine ligand 1/fractalkine) 

CX3CR1 CX3C kemokin receptor 1 (CX3C chemokine receptor 1) 

CSA keresztmetszeti terület (cross sectional area) 

DAMP sérülés-asszociált molekuláris mintázat (damage associated molecular pattern) 

DD halál domén (death domain) 

DISC halálindukáló szignál komplex (death-inducing signaling complex) 

DMSO dimetil-szulfoxid (dimethyl sulfoxide) 

ECM extracelluláris mátrix (extracellular matrix) 

FADD Fas fehérjéhez halál doménen keresztül kapcsolódó fehérje (Fas-associated via 

death domain) 

FAP fibro-adipogén progenítorok (fibro-adipogenic progenitors) 

FasL Fas ligand (Fas ligand) 

FasR Fas receptor (Fas receptor) 
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Gas6 növekedés leállítás specifikus fehérje 6 (growth arrest-specific 6) 

GDF3 növekedési differenciációs faktor 3 (growth differentiation factor 3) 

GPR56 G fehérjéhez kapcsolt receptor 56 (G protein-coupled receptor 56) 

GR glükokortikoid receptor (glucocorticoid receptor)  

GTP guanozin-trifoszfáttal (guanosine triphosphate) 

Gulp1 foszfotirozin kötő domént tartalmazó bekebelezési adaptor fehérje 1 (PTB 

domain-containing engulfment adapter protein 1) 

H2O2 hidrogén-peroxid (hydrogen peroxide)  

HE hematoxilin-eozin (haematoxylin-eosin) 

HIF-1α hipoxia-indukálható faktor-1 alfa (hypoxia-inducible factor-1 alpha) 

hMDM humán monocita eredetű makrofág (human monocyte-derived macrophage)  

HMGB1 nagy mobilitású csoport 1 (high mobility group box 1) 

HtrA2 magas hőmérséklet igényű fehérje A2 (high temperature requirement protein 

A2) 

IAP apoptózis inhibítor fehérjék (inhibitors of apoptosis) 

ICAM intercelluláris adhéziós molekula (intercellular adhesion molecule) 

IFN interferon (interferon) 

IᴋB kappa B inhibítor (inhibitor of kappa B) 

IL interleukin (interleukin) 

IRF interferon szabályozó faktor (interferon regulatory factor) 

ITAM immunreceptor tirozin alapú aktivációs motívum (immunoreceptor tyrosine-

based activation motif) 

LPC lizofoszfatidilkolin (lysophosphatidylcholine) 

LPS lipopoliszacharid (lipopolysaccharide) 

LXR máj X receptor (liver X receptor) 

Ly6C limfocita antigén 6 komplex (lymphocyte antigen 6 complex) 

M-CSF makrofág kolóniastimuláló faktor (macrophage colony-stimulating factor) 

MEGF10 többszörös EGF-szerű domén 10 (multiple EGF-like domains 10) 

MerTK Mer tirozin kináz (Mer tyrosine kinase) 

MFG-E8 tejzsír globulin-EGF faktor 8 (milk fat globule-EGF factor 8) 

MFGM tejzsír globulus membrán (milk fat globule membrane) 

MLKL kevert vonalú kináz domén szerű pszeudokináz (mixed lineage kinase domain 

like pseudokinase) 

MNK mitogén-aktivált protein kináz (mitogen-activated protein kinase) 

MRF miogén szabályozó faktrorok (myogenic regulatory factors) 

mTORC emlős rapamicin target komplex (mammalian target of rapamycin complex) 

NADPH nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát redukált formája (reduced form of 

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) 

NDPK nukleozid-difoszfát-kináz (nucleoside-diphosphate kinase) 

NF-ᴋB nukleáris faktor kappa B (nuclear factor-kappa B) 

NO nitrogén-monoxid (nitrogen monoxide) 

PAMP patogén-asszociált molekuláris mintázat (pathogen associated molecular 

pattern) 

P2Y2 P2Y purinerg receptor 2 (P2Y purinoceptor 2) 
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PI propídium-jodid (propidium iodide)  

PI3K foszfatidil-inozitol-3-kináz (phosphoinositide 3-kinase) 

PPAR peroxiszóma proliferátor-aktivált receptor (peroxisome proliferator-activated 

receptor) 

PPP pentóz-foszfát útvonal (pentose phosphate pathway) 

PS foszfatidilszerin (phosphatidylserine) 

Rac1 Ras-szerű C3 botulinum toxin szubsztrát 1 (Ras-related C3 botulinum toxin 

substrate 1) 

RAGE  fejlett glikozilációs végtermék receptor (receptor for advanced glycation end 

products) 

RALDH retinaldehid-dehidrogenáz (retinaldehyde dehydrogenase) 

RAR retinsav receptor (retinoic acid receptor) 

RGD arginin-glicin-aszpartát (Arginine-Glycine-Aspartate) 

RIG-I retinsav-indukálható gén I (retinoic-acid inducible gene I) 

RIPK receptor-kölcsönható protein kináz (receptor-interacting protein kinase)  

ROS reaktív oxigén gyökök (reactive oxygen species) 

RT-qPCR valós idejű kvantitatív PCR (real time quantitative pcr)  

RXR retinoid X receptor (retinoid X receptor) 

S1P szfingozin-1-foszfát (sphingosine-1-phosphate) 

S1PR szfingozin-1-foszfát receptor (sphingosine-1-phosphate receptor) 

SCARF1 F1 scavenger receptor (scavenger receptor class F member 1) 

SIRPα szignál regulatorikus fehérje alfa (signal regulatory protein alpha) 

SLE szisztémás lupus erythematosus (systemic lupus erythematosus) 

Smac második mitokondrium eredetű kaszpáz aktivátor (second mitochondria-

derived activator of caspases) 

SREBP1 szterolszabályozó elemet kötő fehérje 1 (sterol regulatory element-binding 

protein 1) 

STAT6 szignál transzducer és transzkripció aktivátor 6 (signal transducer and activator 

of transcription 6) 

TA tibialis anterior 

TAM Tyro3, Axl, Mer tirozin kinázok (Tyro3, Axl, Mer tyrosine kinases) 

tBID csonkolt BID-et (truncated form of BID) 

TG2 transzglutamináz 2 (transglutaminase 2) 

TGFβ transzformáló növekedési faktor béta (transforming growth factor beta) 

Tim-4 T-sejt immunglobulin mucin receptor 4 (T-cell immunoglobulin mucin 

receptor 4) 

TLR patogén mintázatfelismerő receptor (toll-like receptor) 

TNFR1 TNF receptor 1 (TNF receptor 1) 

TNFα tumor nekrózis faktor alfa (tumor necrosis factor alpha) 

TRADD TNFR1-hez halál doménen keresztül kapcsolódó fehérje (TNFR1-associated 

via death domain)  

Treg regulatorikus T sejt (regulatory T cell) 

TSP-1 trombospondin-1 (thrombospondin-1) 

UTP uridin-trifoszfátot (uridine-triphosphate) 
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1 BEVEZETÉS 

1.1 A sejthalál típusai 

1.1.1 Apoptózis 

Szervezetünkben milliónyi sejt hal el és termelődik újra nap mint nap. A feleslegessé 

vált, elöregedett, vagy meghibásodott sejtek általában programozott módon pusztulnak el 

(Renehan és mtsai, 2001). A programozott sejthalál egyik típusa az apoptózis, mely során a 

sejt megszakítja a kapcsolatot a környező sejtekkel és az extracelluláris mátrixal (ECM), 

összezsugorodik, kromatinállománya kondenzálódik és feldarabolódik, de mindeközben 

megmarad a plazmamembrán integritása (Kerr és mtsai, 1972). Az apoptózist kiváltó 

stimulusok kétféle útvonalat aktiválhatnak: a belső (mitokondriális) vagy a külső (sejthalál 

receptorokon keresztüli) apoptózis útvonalakat (1. ábra).  

1.1.1.1 Az apoptózis belső útvonala 

Az apoptózis belső útvonalát olyan nem receptor-mediált, mikrokörnyezetben 

bekövetkező zavarok okozta stimulusok aktiválhatják, mint a növekedési faktorok hiánya, 

DNS károsodás (pl. sugárzás hatására), endoplazmatikus retikulum stressz, virális infekciók, 

hipoxia vagy a reaktív oxigén gyökök (ROS) túlzott jelenléte. Ezek a külső mitokondriáis 

membrán permeabilizációjához vezetnek (Tait és mtsai, 2010), melyet a B-sejtes limfóma 2 

(Bcl-2) fehérjecsalád pro-apoptotikus (pl. Bax, Bak, Bad, Bim) és anti-apoptotikus (pl. Bcl-2, 

Bcl-xl) tagjai szabályoznak (Czabotar és mtsai, 2014). A Bcl-2-asszociált X (Bax) és a Bcl-2 

antagonista/”ölő” (Bak) fehérjék vesznek részt a mitokondrium külső membránjában lezajló 

pórusképződésben (Moldoveanu és mtsai, 2014), melynek hatására megváltozik a 

mitokondriális transzmembrán potenciál és különböző apoptotikus effektorok jutnak ki a 

citoplazmába a mitokondrium membránok közötti régiójából. Ezeket a kijutó fehérjéket két 

nagy csoportba sorolhatjuk. Az első tagjai az effektor kaszpázok aktivációjához vezetnek. Ide 

tartoznak az apoptózis inhibítor fehérjék (IAP) gátlását végző második mitokondrium eredetű 

kaszpáz aktivátor (Smac) fehérje (Verhagen és mtsai, 2000; Du és mtsai, 2000), a magas 

hőmérséklet igényű fehérje A2 (HtrA2) szerin proteáz, valamint a citokróm c. Ez utóbbi az 

apoptotikus proteáz aktiváló faktor 1 (Apaf-1) és pro-kaszpáz-9 molekulákkal kapcsolódva 

apoptoszóma kialakulásához, ezáltal a kaszpáz 9 aktiválódásához vezet (Li és mtsai, 1997). 
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Az aktivált kaszpáz 9 katalizálja a pro-kaszpáz 3 és 7 effektor kaszpázok proteolitikus 

aktivációját (Julien és mtsai, 2017). Az effektor vagy más néven végrehajtó kaszpázok 

felelősek az apoptózis során bekövetkező morfológiai és biokémiai változásokért, beleértve a 

foszfatidilszerin (PS) sejtfelszíni kifejeződését (Naito és mtsai, 1997), a DNS fragmentációt 

(Nagata, 2005) és az apoptotikus testek képződését (Sebbagh és mtsai, 2001). A 

mitokondriumból kijutó másik nagy fehérje csoport tagjai, mint pl. az apoptózis indukáló 

faktor (AIF), az endonukleáz G és a kaszpáz aktivált DNáz (CAD) a sejtmagba 

transzlokálódnak, ahol a DNS fragmentációját és a kromatin kondenzációt segítik elő 

(Nagata, 2005). 

1.1.1.2 Az apoptózis külső útvonala 

Az apoptózis külső szignálútvonala az extracelluláris mikrokörnyezet zavarainak 

következtében vagy halálreceptorokon és a hozzájuk kapcsolódó ligandokon keresztül, vagy 

az ún. függőségi receptorokon keresztül indul be, melyek akkor aktiválódnak, amikor 

specifikus ligandjuk szintje egy bizonyos határérték alá csökken (Gibert és mtsai, 2015). A 

sejthalál receptorok, köztük a Fas receptor (FasR) és a TNF receptor 1 (TNFR1) 

transzmembrán fehérjék, melyek intracelluláris régiója ún. halál domén (DD) motívumokat 

tartalmaz. A receptorok specifikus ligandjainak, mint pl. a Fas ligand (FasL) és a tumor 

nekrózis faktor alfa (TNFα) kötődése után aggregálódnak, ennek hatására 

konformációváltozás megy végbe az intracelluláris régiójukban, lehetővé téve pl. a Fas 

fehérjéhez halál doménen keresztül kapcsolódó fehérje (FADD) (Chinnaiyan és mtsai, 1995) 

vagy a TNFR1-hez halál doménen keresztül kapcsolódó fehérje (TRADD) (Brenner és mtsai, 

2015) kötődését a receptorok halál doménjeihez. Ez végül egy dinamikus multiprotein 

komplex, a halálindukáló szignál komplex (DISC) kialakulásához vezet, mely lehetővé teszi 

a pro-kaszpáz-8 (néhány esetben a pro-kaszpáz-10) autoproteolitikus aktivációját 

(Kallenberger és mtsai, 2014), amely különböző effektor kaszpázok (pl. kaszpáz-3, -7) 

proteolitikus aktivációját végzi. Néhány esetben (pl. timocitáknál) a kaszpáz-8 általi 

végrehajtó kaszpáz aktiváció elegendő a sejthalál lezajlásához, azonban más sejtekben még 

szükség van a BH3 kölcsönható domén halál agonista (BID) fehérje kaszpáz-8 általi 

hasítására, így létrehozva a csonkolt BID-et (tBID), mely a mitokondrium külső 

membránjába transzlokálódik és Bax/Bak függő mitokondriális külső membrán 

permeabilitáshoz vezet, így aktiválja a kaszpáz-9 függő apoptózist (Barnhart és mtsai, 2003; 

Gross és mtsai, 1999). A függőségi receptorok fiziológiás körülmények között a sejtek 
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túlélését, osztódását és differenciációját támogatják. A ligadjuk hiányában általuk mediált 

apoptózis útvonalak kevésbé ismertek, de általában kaszpáz aktivációval járnak (Mehlen és 

mtsai, 2014).  

 

1. ábra: Az apoptózis útvonalai Egy egészséges sejtben a Bcl-2 fehérjecsalád anti-

apoptotikus tagjai gátolják a pro-apoptotikus Bak és Bax aktivitását. Stressz hatására 

aktiválódnak a BH3 only fehérjék, melyek elnyomják az anti-apoptotikus fehérjék hatását, így 

aktiválják a Bak és Bax fehérjéket. Ez utóbbi oligomerizálódik és beágyazódik a külső 

mitokondriális membránba, így permealizálva azt, és lehetővé téve többek között a Smac, az 

AIF, az endonukleáz G, a CAD és a citokróm c felszabadulását. A Smac apoptózis inhibítor 

fehérjéket gátol, így hozzájárul a kaszpáz aktivációhoz. Az AIF, az endonukleáz G és a CAD a 

sejtmagba transzlokálódnak és a kromatin kondenzációhoz, valamint a DNS fragmentációhoz 

járulnak hozzá. A citokróm c hatására létrejön az apoptoszóma, mely a kaszpáz-9, ezáltal a 

kaszpáz kaszkád aktivációjához vezet. A külső apoptózis útvonal a halál ligandok halál 

receptorokhoz való kötődése által indukálódik. Ennek hatására adaptor fehérjék gyűlnek a 

halál receptor intracelluláris halál doménjéhez, mely a kaszpáz-8 hasításához és 

aktivációjához vezet. Az aktív kaszpáz-8 képes direkt úton aktiválni a kaszpáz-3 és kaszpáz-7 

effektor kaszpázokat, illetve beindíthatja a belső apoptózis útvonalat is a BID fehérje hasítása 

által, mely hasított formájában aktiválja a Bak és Bax pro-apoptotikus fehérjéket. Az ábra 

(Ichim és Tait, 2016) alapján lett módosítva. 
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1.1.2 Nekrózis 

A szabályozott sejthalál energiaigényes folyamat. Amennyiben egy sejtet olyan erős 

sejtkárosító hatás ér, mely hatására már nem képes aktiválni az aktív sejthalál folyamatokat, 

akkor programozatlan, patológiás úton hal el, melyet nekrózisnak nevezünk. Ilyen hatások 

lehetnek fizikai (pl. magas nyomás, szélsőséges hőmérsékleti vagy ozmotikus hatások), 

kémiai (pl. extrém pH változások), vagy mechanikai (pl. nyíróerők) tényezők. Az 

apoptózissal ellentétben a nekrotikus sejtek nem képesek megtartani membrán integritásukat 

(Buja és mtsai, 1993), így felpuffadnak, intracelluláris tartalmuk elkezd kiszivárogni az őket 

körülvevő szöveti környezetbe, ahol autoantigénként hatva lokális gyulladást idéz elő (Li és 

mtsai, 2001; Scaffidi és mtsai, 2002; Fadok és mtsai, 2001). Az apoptózishoz hasonlóan itt is 

megjelenik a sejtmembrán külső oldalán a PS molekula (Hirt és Leist, 2003; Li és mtsai, 

2015).  

1.1.3 Szekunder nekrózis / késői apoptózis 

Ha az apoptotikus sejtek eltakarítása a szövetből nem történik megfelelően, ezek a 

sejtek is elveszíthetik membrán integritásukat, így másodlagos (szekunder) nekrotikus, más 

néven késői apoptotikus sejtekké válnak (Cejna és mtsai, 1994). A felhalmozódó 

másodlagosan nekrotikus sejtek lokális gyulladást idéznek elő, mely hosszú távon autoimmun 

betegségek kialakulásához vezethet (Potter és mtsai, 2003; Gaipl és mtsai, 2006). Az elhalt 

sejtek eliminációs zavarával összefüggésbe hozható humán megbetegedések közé tartoznak a 

szisztémás lupus erythematosus (SLE), a reumatoid artritisz, bizonyos pulmonáris kórképek 

(krónikus obstruktív légúti betegség, cisztikus fibrózis, asztma), kardiovaszkuláris 

megbetegedések (érelmeszesedés), és egyes neurológiai zavarok is (Alzheimer-kór, 

Parkinson-kór) (Hochreiter-Hufford és Ravichandran, 2013). 

1.1.4 Egyéb sejthalál típusok 

A sejthalál típusok besorolása egyre összetettebbé válik, ahogy egyre többet tudunk 

meg a mechanizmusokról. Így az aktív sejthalál típusok között megkülönböztetük pl. 

programozott nekrózist, azaz nekroptózist, melyhez a primer nekrózissal ellentétben 

specifikus jelátviteli útvonalak aktiválódása szükséges. Nekroptózis során egy sejtfelszíni 

receptoron keresztül (pl. TNFR1, DR6) történő kaszpáz független szignalizáció hatására a 

receptor-kölcsönható protein kináz 1 és 3 (RIPK1, RIPK3) nekroptoszómát alkotnak, mely a 
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kevert vonalú kináz domén szerű pszeudokináz (MLKL) foszforilációjához és 

oligomerizációjához vezet. Az oligomerizálódott MLKL a plazmamembránba inzertálódva 

pórusokat képez, melyeken keresztül a sejt belsejéből sérülés-asszociált molekuláris 

mintázathoz (DAMP) tartozó molekulák jutnak ki, gyulladásos környezetet eredményezve 

(Galluzzi és Kroemer, 2008; Strilic és mtsai, 2016). 

A nekrózis egy másik aktív formája a piroptózis, mely általában patogén invázió 

hatására bekövetkező gyulladási kaszpáz aktiváció eredményeképp jön létre (Galluzzi és 

mtsai, 2018). A patogén-asszociált molekuláris mintázat (PAMP) felismerését követően egy 

piroptoszómának (más néven inflammaszóma) nevezett fehérje komplex alakul ki, mely 

nagyrészt apoptózis-asszociált ”folt” fehérjéből (ASC) és pro-kaszpáz 1-ből áll. A kaszpáz-1 

piroptoszómán keresztüli aktiválódását követően ebben az esetben a gasdermin D hasítása 

vezet a pórusképződéshez és az interleukin 1β (IL1β), valamint az IL18 pro-inflammatorikus 

citokinek felszabadulásához (Shi és mtsai, 2017). 

Ezeken kívül számos más szabályozott sejthalál formát különböztetünk meg, mint pl. 

az autofágia függő sejthalál, lizoszóma függő sejthalál, NETózis, entózis, parthanatosz vagy a 

ferroptózis.  

1.2 Az elhalt sejtek fagocitózisának mechanizmusa 

Az elhalt sejtek felvételét az immunrendszer professzionális fagocita sejtjei 

(makrofágok, neutrofil granulociták, dendritikus sejtek) mellett nem professzionális, 

általában szomszédos sejtek (fibroblasztok, endotheliális sejtek) is végezhetik. A legtöbb 

szövetben szervezetünk professzionális fagocita sejtjei közül elsősorban a makrofágok 

felelősek az elhalt, vagy feleslegessé vált sejtek eltakarításáért. A sejt és a környezete közötti 

kommunikáció a plazmamembránon keresztül történik. A sejtek különböző sejtfelszíni 

molekulák kifejezésével folyamatosan tájékoztatják környezetüket saját állapotukról. Az 

egészséges sejtek ”ne egyél meg” (Don’t eat me) szignálokat fejeznek ki, míg az eliminációra 

szoruló (pl. apoptózissal elhalt) sejteken megfigyelhetjük a ”ne egyél meg” jelek eltűnését, 

valamint ”találj meg” (Find me) és ”egyél meg” (Eat me) szignálok megjelenését, melyek 

segítik a fagocita sejtek migrációját a célsejtek felé, valamint a szignált kibocsátó, elhaló 

sejtek felismerését és internalizációját. A makrofág receptorok széles repertoárja teszi 

lehetővé az apoptotikus sejtek felismerését, megragadását és bekebelezését. Az elhalt sejtek 

fagocitózisának teljes mechanizmusa az alábbi négy lépésre bontható (Hochreiter-Hufford és 

Ravichandran, 2013; Underhill és Goodridge, 2012): a fagociták migrációja az elhalt sejtek 
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irányába, az elhalt sejtek felismerése, internalizációja és a bekebelezést követő 

immunmoduláció.  

1.2.1 A fagociták migrációja az elhalt sejtek irányába  

Az elhalt sejtek hatékony eltakarításának érdekében első lépésként az apoptotikus 

sejtek különböző szolubilis molekulákat bocsátanak ki, melyek kemoattraktánsként hatva 

odavonzzák magukhoz a makrofágokat (2. ábra). Ilyen ún. ”találj meg” jelek a nukleotidok 

(ATP, UTP), lizofoszfatidilkolin (LPC), fraktalkin (CX3CL1), és a szfingozin-1-foszfát 

(S1P) (Chekeni és Ravichandran, 2011). Az apoptotikus sejtekből kaszpáz-3 függően, 

pannexin 1 csatornákon keresztül szabadulnak fel a nukleotidok (Chekeni és mtsai, 2010), 

beleértve az adenozin-trifoszfátot (ATP) és az uridin-trifoszfátot (UTP), melyeket a fagocita 

sejtek a purinerg receptoraikon keresztül (pl. P2Y purinerg receptor 2 [P2Y2]) érzékelnek 

(Elliott és mtsai, 2009). Az apoptotikus sejtekben a kaszpáz-3 aktiváció révén hasított és így 

aktiválódott kálcium független foszfolipáz A2 alakítja a foszfatidilkolint LPC-vé (Lauber és 

mtsai, 2003), mely az ATP kötő kazetta transzporter A1 (ABCA1) segítségével jut ki az 

apoptotikus sejtből (Peter és mtsai, 2012) és a makrofágokon a G2A G-fehérjéhez kapcsolt 

receptoron keresztül hatva indukálja a migrációt (Peter és mtsai, 2008). A fraktalkin 

membrán kötött fehérjeként termelődik és az apoptotikus sejtekből proteolitikus hasítás révén 

távozik (Truman és mtsai, 2008). A szekretált fraktalkin a CX3C kemokin receptor 1-en 

(CX3CR1) keresztül szabályozza a makrofágok mozgását. Az S1P szfingozinból keletkezik 

szfingozin-kináz közreműködésével és szintén kaszpáz-3 függő módon szekretálódik az 

elhaló sejtekből, majd a makrofágokon lévő S1P receptorokhoz (S1PR) kötődik (Gude és 

mtsai, 2008), így elindítva a makrofágok vándorlását az apoptotikus sejtek felé. Az 

apoptotikus sejtekből és a fagocitákból származó extracelluláris vezikulák is befolyásolhatják 

a fagociták működését fagocitózis során. Az apoptotikus sejtekből felszabaduló ún. 

mikrovezikulák CX3CL1 (Tsai és mtsai, 2014) és intercelluláris adhéziós molekula 3 

(ICAM3) (Torr és mtsai, 2012) segítségével szintén odavonzzák a makrofágokat a sejthalál 

helyére. A ”találj meg” jeleknek egyéb funkciója is lehet a fagocitózis során. A CX3CL-ről 

kimutatták, hogy serkenti a tejzsír globulin-EGF faktor 8 (MFG-E8) expresszióját hasüregi 

makrofágokban (Miksa és mtsai, 2007), míg az S1P anti-apoptotikus mediátorként 

viselkedik, azaz gátolja a makrofágok apoptózisát (Weigert és mtsai, 2006) és feltehetőleg a 

környező sejtek károsodását. Ezen kívül az S1P serkenti az eritropoetin-eritropoetin receptor 

jelátviteli útvonal aktiválódását, mely a peroxiszóma proliferátor-aktivált receptor γ (PPARγ) 
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transzkripciós faktoron keresztül felerősíti különböző fagocita receptorok és fagocitózis-

asszociált molekulák (MerTK, CD36, Gas6, MFG-E8) génexpresszióját (Luo és mtsai, 2016). 

 

 

2. ábra: Az apoptotikus 

sejtek által kibocsátott 

”találj meg” jelek A S1P, 

LPC, ATP, CX3CL1 ”találj 

meg” jelként funkcionáló 

molekulák és az 

apoptotikus sejtekből 

származó mikrovezikulák 

(MV), valamint ezek 

fagocita felszínen lévő 

receptorai (S1PR, G2A, 

P2Y2, CX3CR) segítik a 

fagociták apoptotikus sejtek 

irányába történő mozgását. 

Az ábra (Park és Kim, 

2017) alapján lett 

módosítva. 

 

 

 

 

1.2.2 Az elhalt sejtek felismerése 

Miután a fagociták odavándoroltak a sejthalál helyére a célsejtek azonosítása az 

”egyél meg” jeleken keresztül történik (3. ábra). Ezek olyan, a sejtfelszínen végbemenő 

változásokat foglalnak magukba, mint a glikolizációs mintázat és ICAM epitópok 

megváltozása, illetve a normál esetben a sejtmembrán belső felszínén jelen lévő PS vagy az 

endoplazmatikus retikulum membránból származó kalretikulin externalizációja. Fontos 

kiemelni, hogy a fagocitózis folyamatának beindulásához nem csak a küszöbértéket 

meghaladó mennyiségben jelen lévő ”egyél meg” jelek jelenléte (Borisenko és mtsai, 2003), 

hanem az egészséges sejteken megtalálható ”ne egyél meg” jelek módosulása vagy eltűnése 



15 

 

is szükséges (Elward és Gasque, 2003). Számos fagocita receptor a PS-t ismeri fel, mint az 

elhalt sejtek legfőbb sejtfelszíni ”egyél meg” jelét. Többek között 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 inhibítor 1 (Bai1). A differenciációs 

antigén 300 (CD300) család fehérjéi, így a CD300b és a CD300f, valamint a fejlett 

glikozilációs végtermék receptor (RAGE) is az apoptotikus sejtek eltakarításában részt vevő 

PS receptorokként lettek azonosítva (Murakami és mtsai, 2014; Choi és mtsai, 2011; He és 

mtsai, 2011). Ezen kívül léteznek indirekt PS receptorok, pl. Mer tirozin kináz (MerTK), 

integrin αvβ3 és koreceptora a transzglutamináz 2 (TG2), melyek különböző hídképző 

fehérjéken keresztül kötik a PS-t (Poon és mtsai, 2014). Ezek a hídképző fehérjék egyrészt 

kötődnek az elhalt sejtek felszínén lévő PS-hez, másrészt a fagociták felszínén lévő 

receptorokhoz, ezáltal hidat képeznek köztük. Az egyik ilyen molekula az MFG-E8, mely az 

αvβ3 vagy az αvβ5 integrineket köti össze a PS-el (Hanayama és mtsai, 2002). Hasonló 

szerepet töltenek be a növekedés leállítás specifikus fehérje 6 (Gas6) és protein S molekulák, 

melyek a TAM (Tyro3, Axl, Mer) tirozin kináz receptor család tagjaival kapcsolják össze a 

PS-t (Anderson és mtsai, 2003). További potenciális összekötő molekulák a komplement 

komponens 1q (C1q), mely a komplement rendszer egyik eleme és szintén a PS-hez kötődik 

az apoptotikus sejtek felszínén, valamint a trombospondin-1 (TSP-1), mely CD36 

receptorhoz kötődve segíti elő az elhalt sejtek megkötését (Paidassi és mtsai, 2008; Savill és 

mtsai, 1992). A fagociták különböző receptorokkal (pl. kalretikulin-asszociált CD91) 

ismerhetik fel a C1q-t (Ogden és mtsai, 2001). A C1q az apoptotikus sejtfelszínen lévő 

Annexin A2 és A5 molekulákat is összekapcsolhatja a makrofágok kalretikulin-asszociált 

CD91 vagy F1 scavenger receptoraival (SCARF1) (Gardai és mtsai, 2005; Szondy és mtsai, 

2017). Ezen kívül a makrofágok C1q általi aktivációja befolyásolja a MerTK és Gas6 

expresszióját is (Galvan és mtsai, 2012). A PS metabolizmus származékai szintén 

hozzájárulhatnak az apoptotikus sejtek felismeréséhez. Néhány fagocita receptor, mint pl. a 

CD36, CD14 (Devitt és mtsai, 1998) és CD68 scavenger receptorok, módosított lipideket, így 

pl. oxidált PS-t képesek felismerni (Greenberg és mtsai, 2006). A CD36 integrinekkel 

együttműködve, TSP-1 függő módon segíti az apoptotikus sejtek internalizációját (Fadok és 

mtsai, 1998b).  
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3. ábra: Az apoptotikus sejtek felismerésében szerepet játszó makrofág receptorok Az 

apoptotikus sejtek által a sejtfelszínen kifejezett “egyél meg” jeleket (pl. PS, kalretikulin) a 

makrofágok különböző receptoraikkal ismerik fel. A PS felismerése történhet direkt PS 

receptorokkal (Tim fehérje család tagjai, BAI1, Stabilin-2, CD300f, RAGE), vagy indirekt 

módon, hídképző molekulákon (MFG-E8, Gas6, protein S, C1q) keresztül. A PS-hez kötődött 

MFG-E8-at az integrin αvβ3/5, a Gas6-ot és a protein S-t pedig a MerTK (TAM kinázok) 

ismeri fel. A C1q hídképző molekula receptora az MEGF10 és a Scarf1. A kalretikulin az 

apoptotikus sejtek felszínén PS-hez vagy C1q-hoz kötődik, és a CD91 ismeri fel. Az ábra 

(Park és Kim, 2017) alapján lett módosítva. 

 

A nekrotikus sejtek eltakarítása kevésbé kutatott terület, azonban az már bizonyított, 

hogy a nekrotikus sejtek felszínén is megjelenik a PS (Lecoeur és mtsai, 2001; Krysko és 

mtsai, 2004), így a nekrotikus sejtek felismerése is történhet PS függő mechanizmusokkal 

(Hirt és Leist, 2003; Brouckaert és mtsai, 2004). Egyes, az apoptotikus sejtek felvételében is 

szerepet játszó fagocita receptorok és egyéb molekulák szerepét már bizonyították a 

nekrotikus sejtfelvételnél.  Így pl. a CD14, a trombospondin-CD36-αvβ3 komplex és a C1q 

komplement komponens is hozzájárulnak a nekrotikus sejtek felvételéhez (Bottcher és mtsai, 

2006). 
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Néhány esetben egészséges sejtek is számottevő mennyiségű PS-t fejeznek ki a 

felszínükön. Ilyen az aktivált B és T sejtek esete. A fagocitózist elkerülendő ezek a sejtek ”ne 

egyél meg” jeleket is kifejeznek felszínükön. A CD31 az egyik ilyen molekula, mely 

homotipikus (saját-saját) interakciót kialakítva képes elkerülni a bekebelezést (Brown és 

mtsai, 2002). A CD47 egy másik ilyen ”ne egyél meg” molekula az élő sejtek felszínén. A 

CD47 a fagocita felszínén lévő szignál regulatorikus fehérje alfa (SIRPα) receptorhoz kötődik 

(Tsai és Discher, 2008), mely hatására tirozin foszfatázok (SHP-1, SHP-2) aktiválódnak, 

beindítva egy defoszforilációs kaszkádot és a miozin II gátlását, így megakadályozva a 

fagocitózishoz szükséges sejtmozgást. 

1.2.3 Az elhalt sejtek internalizációja és a közben aktiválódó jelátviteli útvonalak 

Az immunrendszer különböző célpontjainak, mint pl. az apoptotikus sejtek vagy az 

opszonizált patogének fagocitózisa bár különböző receptorok közreműködésével kezdődik, 

de a komplex jelátviteli útvonalak mind a citoszkeletális aktin hálózat átalakításával, 

fagoszóma képződéssel, záródással és éréssel végződnek. Az apoptotikus sejtek ”egyél meg” 

jelei és a makrofágok sejtfelszíni receptorai közötti interakció következtében különféle 

jelátviteli útvonalak aktiválódnak. A Tim-4 önállóan nem közvetít fagocitózist elindító 

jelátviteli útvonalat (Park és mtsai, 2009), így csak más fehérjékkel együttműködve vesz részt 

az apoptotikus sejtek internalizációjában. A Tim-4 partnereként a MerTK és az integrin β1 

működnek, melyek továbbítják a jeleket a Tim-4-en keresztül történő PS felismerést követően 

(Nishi és mtsai, 2014; Flannagan és mtsai, 2014). A Bai1 a G-fehérjéhez kapcsolt 

receptorcsaládba tartozik, melyek 7 transzmembrán doménnel rendelkeznek. A Bai1 a PS 

kötést követően a DOCK180/ELMO1 komplexel kapcsolatba lépve aktiválja a Ras-szerű C3 

botulinum toxin szubsztrát 1-et (Rac1). A CD300f a foszfatidil-inozitol-3-kináz (PI3K) 

útvonalon keresztül, az F-aktint szabályozó Rac1/Cdc42 GTPázok aktiválásával szabályozza 

az apoptotikus sejtek bekebelezését (Tian és mtsai, 2014). A CD300b az immunreceptor 

tirozin alapú aktivációs motívum (ITAM) doménjén keresztül létesít kapcsolatot a DAP12 

fehérjével, így aktiválja a PI3K/Akt jelátviteli útvonalat (Murakami és mtsai, 2014). 

Az apoptotikus sejtek felvételében szerepet játszó receptorok három evolúciósan 

konzervált jelátviteli útvonalat aktiválnak, melyek aktiválják a Rac kis G fehérjét, mely a 

citoszkeletális aktin újraszerveződését és a fagocitózishoz szükséges lamellipodium 

képződést segíti elő (Kinchen és mtsai, 2005; Park és Kim, 2017). 
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Ezek az útvonalak a CED-1, -6 és -7 útvonal, a CED-2, -5 és -12 útvonal, valamint az 

ABI-1 és ABL-1 útvonal (4. ábra), melyek mivel Caenorhabditis elegans (C. elegans) 

fonálféreg modellben kerültek felfedezésre, így az ott jelen lévő fehérjék alapján lettek 

elnevezve (Wu és Horvitz, 1998a; Wu és Horvitz, 1998b; Reddien és Horvitz, 2000; Liu és 

Hengartner, 1998). A CED-1, 6 és 7 útvonalon keresztül továbbítja a jelet pl. a Stabilin-2 

(Park és mtsai, 2008b), a CED-2, 5 és 12 útvonalat használja pl. a Bai1 és az integrin αvβ5 

(Park és mtsai, 2007; Albert és mtsai, 2000). 

Az első útvonalban szereplő CED-1 emlős homológjai, a többszörös EGF-szerű 

domén 10 (MEGF10) és a Jedi/MEGF12, fagocita receptorként funkcionálnak az apoptotikus 

sejtek eltakarítása során (Wu és mtsai, 2009; Scheib és mtsai, 2012). A CED-7 emlős 

ortológjai az ABCA1 és ABCA7 fehérjék, melyek az ATP kötő kazettát tartalmazó 

transzporter család tagjaiként számos anyag plazmamembránon kersztül zajló transzportját 

végzik. Emellett szerepet játszanak az apoptotikus sejtek eltakarításában 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 keresztül vesz részt a szignalizációban (Venegas 

és Zhou, 2007). A jelátvitel következő lépésében a CED-1/MEGF10 citoplazmatikus 

régiójához a CED-6, illetve emlős ortológja, a foszfotirozin kötő domént tartalmazó 

bekebelezési adaptor fehérje 1 (Gulp1) kapcsolódik foszfotirozin kötő doménje segítségével 

(Liu és Hengartner, 1998). A CED-6/Gulp1 valószínűleg a DYN-1-et, illetve emlős 

homológját a dinamint aktiválja (Yu és mtsai, 2006), mely hatására beindul a citoszkeletális 

átrendeződés (Hamon és mtsai, 2006; Sullivan és mtsai, 2014). A Gulp1 jelátviteli útvonal a 

Rac1-nél (a CED-10 ortológja) fut össze a többi útvonallal (Kinchen és mtsai, 2005). A 

Gulp1 és a Rac1 közötti intermedierek egyelőre ismeretlenek.  

A második útvonalban szereplő CED-2, -5 és -12 emlős homológjai a CrkII, a 

DOCK180 és az ELMO1. A CrkII kapcsolatba lép a DOCK180 guanin nukleotid cserélő 

faktorral, mely ennek hatására serkenti a Rac1 aktivációját (Albert és mtsai, 2000). Az 

ELMO1 a DOCK180-hoz kapcsolódva szintén segíti a Rac1 aktiválódását (Gumienny és 

mtsai, 2001; Wu és mtsai, 2001).  

A harmadik jelátviteli út során az ABI-1 a Rac1 aktivitás szabályozásán keresztül, 

vagy attól független úton is segítheti az apoptotikus sejtek eltakarítását. Az ABL-1 az ABI-1-

hez kötődve a fagocitózis negatív szabályozójaként vesz részt a folyamatban (Hurwitz és 

mtsai, 2009). A harmadik jelátviteli út emlős megfelelője egyelőre még felfedezésre vár. 

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

2006), a zimozán, valamint az immunglobulin G és a komplement komponens 3bi által 
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opszonizált részecskék felvételében is, annak ellenére, hogy mindezek különböző fagocita 

receptorok segítségével kerülnek felismerésre (Gold és mtsai, 1999). A DYN-1 szerepe a 

bekebebelezési fázisban mutatkozik meg, mikor a részecskéket gyorsan bekeríti és 

internalizálja a fagocita sejt. A DYN-1 a membrán kitüremkedések kialakulásához és az álláb 

képződéshez (Yu és mtsai, 2006; Gold és mtsai, 1999), valamint a sejten belül a fagoszóma 

leválásához járul hozzá (Marie-Anais és mtsai, 2016).  

 

4. ábra: Az elhalt sejtek internalizációja közben aktiválódó jelátviteli útvonalak  Bal oldalt 

a CED-1, -6 és -7 útvonalban részt vevő fehérjéket (Stabilin 2, CED-1/MEGF10, CED-

6/Gulp1, CED-7/ABCA1, DYN-1/dinamin, CED-10/Rac1), jobbra a CED-2, -5, és -12 

útvonal fehérjéit (integrin αvβ5, Bai1, CED-2/CrkII, CED-5/DOCK180, CED-12/ELMO1, 

CED-10/Rac1),  végül jobb alul az ABL-1 és ABI-1 útvonal résztvevőit (ABL-1, ABI-1, CED-

10/Rac1) láthatjuk. A homológ fehérjék esetében felül a C. elegansban megtalálható fehérje, 

alul az emlős megfelelőjének neve van feltüntetve. Az ábra a biorender program segítségével 

készült. 

Egyre több kutatás bizonyítja, hogy a nukleozid-difoszfát-kináz (NDPK) fehérjék a 

dinamin működéséhez szükséges interakciós partnereként funkcionálhatnak. Az NDPK-k 

foszfát csoportot juttatnak a nukleozid-difoszfátokra, így nukleozid-trifoszfátokat hoznak 

létre, melyek energiaforrásként szolgálnak a sejt különböző folyamataihoz (Steeg és mtsai, 
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2003). Az NDPK-k ellátják guanozin-trifoszfáttal (GTP) a dinamin szupercsalád GTPázait, 

így lehetővé téve azok legnagyobb termodinamikai hatékonysággal történő működését (Takei 

és mtsai, 1995; Sweitzer és Hinshaw, 1998; Roux és mtsai, 2006). A dinamin és NDPK-k 

kölcsönhatását több fajban is vizsgálták. Drosophilában bizonyították, hogy az NDPK 

aktivitás kb. 98%-áért felelős AWD fehérje dinaminnal való együttműködése szükséges a 

szinaptikus membrán internalizációs folyamatokhoz (Krishnan és mtsai, 2001). A humán 

NDPK-k, a citoszolikus NM23-H1 (Nme1), valamint a mitokondriális NM23-H4 (Nme4) is 

szerepet játszanak a membrán átalakító folyamatokban, a dinamin fehérjecsalád tagjainak 

funkcióját támogatva (Boissan és mtsai, 2014). Vellainé Takács Krisztina munkacsoportja C. 

elegans modellorganizmust használva bizonyította, hogy a férgekben jelen lévő NDPK, az 

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

1.2.4 Az apoptotikus sejtek és makrofágok általi fagocitózisuk immunszabályozó 

funkciói 

Az apoptotikus sejtek hatékony és gyors eltakarítására rendkívül nagy szükség van a 

szöveti homeosztázis fenntartása érdekében. A szervezetünkben folyamatosan keletkező 

apoptotikus sejtek és eltakarításuk a szervezet professzionális fagocita sejtjei, vagy a 

környező sejtek által normál esetben nem okoznak gyulladást vagy autoimmunitást (Hart és 

mtsai, 2008). Így fertőzés vagy steril gyulladás hiányában az apoptózist, illetve az 

apoptotikus sejtek bekebelezését immunológiailag csendes, sőt gyulladáscsökkentő 

folyamatnak tekinthetjük, ugyanis az apoptotikus sejtek az őket felvett makrofágokban 

kifejezetten anti-inflammatorikus útvonalakat indukálnak (5. ábra). Így pl. a Gram-negatív 

baktériumok sejtfalában megtalálható lipopoliszacharid (LPS) hatására létrejövő gyulladási 

válasz jelentősen csökken, ha a makrofágokat előinkubáljuk apoptotikus sejtekkel (Voll és 

mtsai, 1997). Ezen kívül, a gyulladás kialakulását követően az apoptotikus neutrofil 

granulociták makrofágok általi bekebelezése segít elindítani a gyulladásos folyamat 

befejezését, így hozzájárul a gyulladást követő megfelelő szövetregenerációhoz (Savill és 

mtsai, 2002; Thorp, 2012). 

1.2.4.1 Az apoptotikus sejtek által kibocsátott immunszabályozó molekulák 

Érdekes módon az apoptotikus sejtek, ellentétben a primer nekrotikus sejtekkel, 

valamilyen szinten még akkor is megtartják az anti-inflammatorikus jellegüket, ha szekunder 
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nekrózison esnek át és sejttartalmuk kijut a szövetek közé (Birge és mtsai, 2008). Ez azzal 

magyarázható, hogy az apoptotikus sejtekben a DAMP molekulák megváltoznak, így a 

sejtből való kijutást követően sem érik el ugyanazt a hatást, mint, melyek egy hirtelen hatásra 

károsodott nekrotikus sejtből szabadulnak fel. Az egyik ilyen fontos DAMP a genomi DNS, 

mely többek között beindítja a dendritikus sejtek érését (Marichal és mtsai, 2011). 

Apoptotikus sejtekben a genomi DNS CAD-ok általi erős hidrolízisének következtében kb. 

200 bp méretű DNS frangmentek keletkeznek, melyek jóval kevésbé rendelkeznek 

immunrendszer aktiváló tulajdonsággal (Enari és mtsai, 1998). Ha a DNS degradációja nem 

megy végbe az elhaló sejtben vagy az azt bekebelező fagocita sejtben, akkor DNS-specifikus 

antitestek megjelenése által autoimmunitás alakul ki (Enari és mtsai, 1998), mely arra 

vezethető vissza, hogy a nem megfelelően megemésztett DNS fragmenteket a 

makrofágokban felismeri a retinsav-indukálható gén I (RIG-I) mintázatfelismerő receptor, így 

aktiválódik az interferonok és különböző gyulladási citokinek génexpresszióját aktiváló 

interferon szabályozó faktor 3 (IRF-3) transzkripciós faktor (Okabe és mtsai, 2009). Az 

aktivált kaszpáz-8 is akadályozza a RIG-I/IRF-3 útvonalat, a RIPK1 proteolitikus 

inaktiválásán keresztül, mely a RIG-I komplex egyik fontos komponense (Rajput és mtsai, 

2011). A sejtmagban a kromatin szerkezet kialakításában részt vevő nagy mobilitású csoport 

1 (HMGB1) fehérje egy másik jól ismert DAMP, mely nekrotikus sejtekből passzív módon 

távozik, azonban apoptotikus sejtekben a hiszton fehérjék kaszpáz függő hipoacetilációjának 

köszönhetően erősen a DNS-hez kötve marad (Scaffidi és mtsai, 2002).  

Az apoptotikus sejtek számos anti-inflammatorikus molekulát, így pl. transzformáló 

növekedési faktor béta (TGFβ) és IL10 citokineket bocsátanak ki (Chen és mtasi, 2001; Gao 

és mtsai, 1998). A TGFβ a monocita migráció stimulálásával és növekedési faktorok 

termelésével részt vesz a gyulladási válasz kialakulásában (Wahl és mtsai, 1992), valamint 

számos egyéb funkciójával a visszaszorításában is. Ilyen pl. a neutrofilek és T limfociták 

endotéliumhoz történő adhéziójának gátlása (Gamble és mtsai, 1988), a makrofágok 

deaktiválása (Tsunawaki és mtsai, 1988), és a TNFα hatásának ellensúlyozása (Tsunawaki és 

mtsai, 1988). Ezen kívül a TGFβ és az IL10 hozzájárulnak a regulatorikus T sejtek (Treg) 

differenciációjához is (Chen és mtsai, 2003; Levings és mtsai, 2002; Konkel és mtsai, 2014), 

mely fontos szerepet játszik az autoimmunitás kialakulásának megakadályozásában 

(Sakaguchi és mtsai, 2010).  

Az apoptotikus sejtek által termelt annexin A1 fehérjét eredetileg egy bekebelezési 

jelként azonosították, mely az apoptotikus sejtek hatékony eltakarítását segíti (Arur és mtsai, 

2003), azonban az apoptotikus sejtek felszínén lévő annexin A1 ezen felül gátolja a 
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dendritikus sejtek és ezáltal a T sejtek aktivációját is az apoptotikus sejtekből származó 

antigének ellen (Weyd és mtsai, 2013). Az annexin A5 és A13 molekulák szintén csökkentik 

a dendritikus sejtek aktivációját, így hozzájárulnak az apoptotikus sejtekkel szembeni 

immuntoleranciához (Linke és mtsai, 2015). Az annexin A1 gyulladási monociták esetében 

képes csillapítani az IL6 hatásait, valamint a TNFα termelését is (Pupjalis és mtsai, 2011).  

Az apoptotikus sejtek a gyulladási sejtek toborzását gátló jeleket is kibocsátanak, ezek 

az ún. ”maradj távol” (Stay away) szignálok. Az apoptotikus stimulusra termelődő laktoferrin 

pl. szelektíven gátolja a neutrofil és eozinofil granulociták migrációját, de nem befolyásolja a 

monociták és makrofágok mozgását az apoptotikus sejtek által kibocsátott kemotaktikus 

anyagok irányába (Bournazou és mtsai, 2009; Bournazou és mtsai, 2010). 

Számos, az apoptotikus sejtekből származó kemotaktikus jel szintén anti-

inflammatorikus molekulának tekinthető. Így pl. a TSP-1 képes aktiválni a TGFβ-t (Lopez-

Dee és mtsai, 2011), a fraktalkin gátolja az LPS-indukálta TNFα termelést (Zujovic és mtsai, 

2000) és az LPC megakadályozza a szintén LPS hatásra bekövetkező nitrogén-monoxid (NO) 

és gyulladási citokin termelést (Huang és mtsai, 2010). Az ATP, amint kaszpáz szabályozott 

módon a pannexin csatornákon keresztül kikerül az apoptotikus sejtekből (Sandilos és mtsai, 

2012), legtöbbször még az apoptotikus sejt felszínén azonnal adenozin-monofoszfáttá (AMP) 

(Yamaguchi és mtsai, 2014), majd adenozinná bomlik a bekebelező makrofágok sejtfelszíni 

5’ nukleotidáz enzimjének hatására (Sándor és mtsai, 2017; Köröskényi és mtsai, 2011). Az 

így keletkező adenozin a makrofágok A2A receptorain (A2AR) hatva az adenilát 

cikláz/protein kináz A útvonalon keresztül csökkenti a NO függő neutrofil migrációt serkentő 

faktorok (pl. MIP2) termelődését (Köröskényi és mtsai, 2011). A makrofágok felszínén 

többféle adenozin receptor is megtalálható, a már említett A2A mellett pl. az A3 (A3R) is 

kifejeződik. Az A2AR-el ellentétben az A3R támogatja a neutrofil migrációt serkentő 

faktorok felszabadulását a fagocitáló makrofágokból (Duró és mtsai, 2014). Hogy ennek 

ellenére az adenozin mégis csak anti-inflammatorikus válaszokat vált ki, annak köszönhető, 

hogy az A2AR expressziója nő (Köröskényi és mtsai, 2011), az A3R expressziója pedig 

csökken az apoptotikus sejtet bekebelező makrofágokban (Duró és mtsai, 2014).  
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1.2.4.2 A makrofágok immunszabályozó funkciói apoptotikus sejtek bekebelezését 

követően 

1.2.4.2.1 Anti-inflammatorikus jelátviteli útvonalak aktiválódása sejtfelszíni fagocita 

receptorokon keresztül  

Az apoptotikus sejtek felszínére került PS amellett, hogy ”egyél meg” jelként 

funkcionál, fokozza a koleszterol kiáramlást a bekebelező sejtből, így elősegítve a 

homeosztázis fenntartását (Kiss és mtsai, 2006), valamint serkenti az anti-inflammatorikus 

citokinek (pl. TGFβ) termelését, ezzel hozzájárulva az apoptotikus sejtekből felszabaduló 

antigénekkel szembeni immmuntolerancia kialakításához (Huynh és mtsai, 2002). A PS 

receptorok közül pl. a Stabilin-2 szerepet játszik a fagocitáló makrofágok fokozott TGFβ1 

termelésének elindításában (Park és mtsai, 2008a). A MerTK PS receptor direkt anti-

inflammatorikus hatása az LPS-indukált kappa B inhibítor (IᴋB) degradáció 

megakadályozásán keresztül érvényesül, így gátolja a nukleáris faktor kappa B-t (NF-ᴋB) és 

az általa aktiválódó gyulladásos folyamatokat (Tibrewal és mtsai, 2008). A többi fagocita 

receptor szerepét az apoptotikus sejtek fagocitózisát kísérő anti-inflammatorikus hatásokban 

még vizsgálják, az azonban tisztázódni látszik, hogy a CD36 és az αvβ3 integrin receptorok 

nem vesznek részt a folyamatban (Lucas és mtsai, 2006). Érdekes módon a TG2 integrin 

koreceptor hiányában pro-inflammatorikus citokinek termelődnek apoptotikus sejtek 

bekebelezését követően (Falasca és mtsai, 2005). Ez a jelenség azonban valószínűleg nem az 

integrin jelátvitel zavarára, hanem a TG2 TGFβ makrofágok általi aktivációjában betöltött 

szerepére vezethető vissza (Nunes és mtsai, 1995).  

1.2.4.2.2 Anti-inflammatorikus jelátviteli útvonalak aktiválódása magreceptorokon 

keresztül 

 A makrofágok által felvett apoptotikus sejtek lebontásának gyorsan meg kell 

történnie, hogy a fagocita újra további sejtek eltávolítására alkalmas állapotba kerüljön. Az 

elhalt sejtek bekebelezése nagy metabolikus stresszt jelent a makrofágok számára, melyre 

metabolizmusuk több ponton történő megváltoztatásával reagálnak. Ezek a változások az 

immunszuppresszív folyamatokhoz is hozzájárulnak. Így pl. a lipid érzékelő receptorok, 

melyek a bekebelezés során transzkripciós szinten szabályozzák a lipidek metabolikus 

folyamatait, egyben gátolják a gyulladási folymatokat is, melyeket pl. patogén 
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mintázatfelismerő receptor (TLR) jelátvitel indít el a makrofágokban. Normál esetben az NF-

ᴋB célgénjei a promótereiken lévő korepresszor komplexeknek köszönhetően csendesítve 

vannak. Gyulladási jelátvitel hatására a korepresszor komplex fehérjéi ubikvitinálódnak és a 

19S proteoszóma által lebomlanak, miközben az aktiválódott NF-ᴋB a sejtmagba 

transzlokálódik, és a gyulladási gének promótereihez kötődve aktiválja azok expresszióját. 

Apoptotikus sejtek bekebelezése során a PPARγ magreceptor ligand kötődés hatására 

megakadályozza az NF-ᴋB mediát gének expresszióját, mégpedig a korepresszorok 

promóterekhez való kötődésének fenntartásával. A PPARγ-hoz hasonló transzrepresszióra 

képes a máj X receptor (LXR) magreceptor is. Ezek a receptorok a ligandjuk kötődését 

követően konformáció változáson esnek át, melynek hatására szumoilálódhatnak, így a 

korepresszor komplexhez kötődnek, megakadályozva annak proteolitikus lebomlását (Kidani 

és mtsai, 2012).  

A PPARδ szignálút szintén akadályozza az NF-ᴋB által mediált génexpressziót, 

azonban más útvonalon keresztül. A PPARδ ligand hiányában köti a BCL-6 transzkripciós 

faktort, mely mikor a PPARδ ligand kötését követően felszabadul, szekvencia specifikus 

represszorként gátolja a gyulladási gének kifejeződését (Lee és mtsai, 2003).  

A magreceptorok ligand kötést követően serkentik különböző fagocita receptorok 

génexpresszóját is, ezáltal növelve a makrofágok fagocitózis kapacitását. Némelyik receptor, 

mint pl. a MerTK expressziójának LXR általi növelése direkt módon történik, azonban más 

receptoroké a retinsav receptor alfa (RARα) közreműködésével (Rébé és mtsai, 2009; Sarang 

és mtsai, 2014). Az apoptotikus sejteket fagocitáló makrofágokban a magreceptorok 

aktivációja serkenti a retinsav szintézisért felelős retinaldehid-dehidrogenáz (RALDH) enzim 

expresszióját (Garabuczi és mtsai, 2013). A retinsavak, köztük a RAR és a retinoid X 

receptor (RXR) ligandjai, felerősítik a lipid érzékelő magreceptorok és a retinsav receptorok 

transzkripciós aktivitását (Sarang és mtsai, 2014). Az aktivált magreceptorok az adenozin 

anti-inflammatorikus hatásáért felelős A2AR expresszióját is serkentik (Köröskényi és mtsai, 

2011).  

A lipid érzékelő magreceptorokon kívül az Nr4a1 árva magreceptor is anti-

inflammatorikus hatással bír az apoptotikus sejtek bekebelezése során (Ipseiz és mtsai, 2014), 

ugyanis szintén gátolja a TLR jelátvitelt az NF-ᴋB aktiválódásának megakadályozásán 

keresztül (Li és mtsai, 2016; Li és mtsai, 2015). 
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1.2.4.2.3 Az apoptotikus sejtek felvételét követően a makrofágok által termelt anti-

inflammatorikus molekulák 

Az apoptotikus sejtfelvételt követően a makrofágok által termelt molekulák közül az 

elsőként felfedezett TGFβ és IL10 anti-inflammatorikus citokineken (Voll és mtsai, 1997; 

Fadok és mtsai, 1998a) kívül már számos más molekulát is azonosítottak. Ezek között 

megtalálhatóak lipid mediátorok, mint pl. a prosztaglandin E2 és F1α, lipoxin A4 vagy a 

vérlemezke-aktiváló faktor, melyek szintézise TGFβ függő (Freire-de-Lima és mtsai, 2006). 

A bekebelezés során a makrofágokban termelődő retinoidok szintén kikerülhetnek a 

környezetbe és hozzájárulhatnak a TGFβ függő Treg sejtek képződéséhez. A Treg sejtek 

központi szerepet játszanak az autoimmunitás kialakulásának elkerülésében, így a TGFβ és a 

retinoidok nagyban hozzájárulnak ahhoz, hogy az apoptotikus sejtek bekebelezését követően 

nem alakul ki autoimmun folyamat (Sakaguchi és mtsai, 2010). 
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5. ábra Az apoptotikus sejtek anti-inflammatorikus hatásai Az apoptotikus sejtek különböző 

anti-inflammatorikus molekulákat termelnek (pl. TGFβ, IL10, annexin I, TSP-1, fraktalkin), 

hogy gátolják a fagocita sejtek gyulladási citokin termelését. Az ATP, miután kijutott az 

apoptotikus sejtből a kaszpázok által szabályozott pannexin csatornán keresztül, gyorsan 

adenozinná alakul a makrofágok sejtfelszíni 5’ nukleotidáz aktivitásának köszönhetően. Az 

így keletkező adenozin a makrofágok A2A receptorán keresztül gátolja a fagocita sejtben a 

NO függő neutrofil migrációs faktorok termelődését, gyulladási közegben pedig az LPS 

indukálta gyulladási citokin termelést. Az apoptotikus sejtek felszínén lévő PS számos PS 

érzékelő receptort aktivál a makrofágokon, melyek közül néhány a pro-inflammatorkus 

citokinek termelését akadályozó jelátviteli útvonalakat indukál. A bekebekezést követően az 

apoptotikus sejtek lipid tartalma aktiválja a fagocita lipid érzékelő magreceptorait (pl. LXR-

ok, PPAR-ok), melyek ennek hatására gátolják az NF-ᴋB által szabályozott gyulladási citokin 

termelést. Az apoptotikus sejteket bekebelező makrofágok által termelt TGFβ, IL10 és 

retinoidok parakrin és autokrin módon hatva erősítik és fenntartják az anti-inflammatorikus 

választ és hozzájárulnak a Treg sejtek képződéséhez, ezáltal pedig az autoimmunitás 

kialakulásának megakadályozásához. Az ábra a biorender program segítségével készült. 
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1.3 Elhalt sejtek eltakarítása szövetregeneráció során 

 A gyulladást általában negatív eseményként értelmezzük, azonban az akut szöveti 

sérülések esetében a gyulladás elengedhetetlen a megfelelő regeneráció lezajlásához. Akár 

egy bakteriális vagy virális fertőzés esetén, a steril szöveti sérülés hatására is bekövetkezik 

egy pro-inflammatorikus válasz, mely során gyulladási sejtek toborzása történik a sérülés 

helyére. Ezt követi a sérült, elhalt sejtek, sejttörmelékek fagociták általi eltakarítása, ami 

hozzájárul a gyulladás megszűnéséhez. Ekkor kezdődik el a szövetregeneráció második 

fázisa, mely során a valódi regeneráció zajlik, mely magában foglalja az ECM 

újraszerveződését, az érképződést, és a szöveti homeosztázis helyreállítását.  

 A makrofágok számos szövet regenerációja során mind a pro-inflammatorikus, mind a 

felépülési fázisban fontos szerepet játszanak, ugyanis hozzájárulnak a gyulladás 

kialakulásához és a megszűnéséhez is. Hogy ezeket az eltérő funkciókat el tudják látni, a 

makrofágok folyamatosan változtatják gyulladási állapotukat a regeneráció során. Ezeket a 

makrofág alcsoportokat legegyszerűbben a sejtfelszínen kifejezett markerek alapján tudjuk 

beazonosítani (Geissmann és mtsai, 2003). A károsodott szövetek olyan monocitákat 

vonzanak, melyek limfocita antigén 6 komplexet (Ly6C), CCL2 kemokin receptort (CCR2) 

és alacsony mennyiségű CX3CR1-et fejeznek ki felszínükön. Ezekből a monocitákból a 

szövetek közt CCR2-őt nem tartalmazó makrofágok lesznek, melyek csak rövid ideig vannak 

jelen a károsodott helyen, majd átalakulnak Ly6C-t nem, de CX3CR1-et nagy mennyiségben 

kifejező makrofágokká, melyek a regeneráció végéig jelen vannak (Juban és Chazaud, 2017). 

Az in vivo felfedezések előtt a makrofágok gyulladási fázisairól, más néven polarizációjáról 

kizárólag in vitro kísérletek alapján volt információnk, melyek során elsősorban humán 

monocita eredetű makrofágokat stimuláltak különböző citokinekkel. Innen erednek a 

makrofág aktivációs állapotok M1 és M2 elnevezései. Az M1 makrofágok interferon γ (IFNγ) 

vagy LPS, míg az M2 makrofágok IL4 vagy makrofág kolóniastimuláló faktor (M-CSF) 

hatására jönnek létre. Ezek az in vitro létrehozható, jól elkülönülő makrofág polarizációs 

állapotok in vivo nem figyelhetők meg, ugyanis a szöveti környezetben jóval több faktor 

játszik szerepet a makrofágok gyulladási állapotának kialakításában. Így in vivo az aktivációs 

állapotok egész spektruma jellemezheti a szövetben jelen lévő makrofágokat (Mosser és 

Edwards, 2008). 



28 

 

1.3.1 Vázizom regeneráció, mint a szöveti regeneráció vizsgálatához használatos 

modell 

A szöveti regeneráció során bekövetkező események megfigyeléséhez kiváló modell a 

sérülést követő vázizom regeneráció, mely során a különböző sejtek kinetikája, gyulladási 

állapota és egyéb tulajdonságai már jól ismertek. A vázizom károsodása különböző 

stimulusokkal (pl. zúzódás, fagyasztás, toxin injekció) kiváltható, de a regeneráció során, 

ezektől függetlenül, hasonló sejtes és molekuláris események zajlanak le. 

1.3.1.1 A vázizom felépítése 

 A vázizmokat hosszú, henger alakú, többmagvú izomrostok/miociták alkotják, 

melyeket kötőszövet tart össze. Minden izomrost miofibrillumokból áll, melyek tartalmazzák 

az izom legkissebb funkcionális egységeit, a szarkomereket. A szarkomerek döntően az 

izomkontrakcióért felelős aktin és miozin fehérjékből állnak. Az alapmembrán és az 

izomrostok plazmamembránja között nyugvó állapotban lévő őssejtek is találhatók az 

izomban. Ezek az ún. szetellita sejtek felelősek a születést követő vázizom növekedésért, 

fenntartásért és regenerációért (Mauro, 1961) (6. ábra).  
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6. ábra: A vázizom felépítése A harántcsíkolt izomrostok többmagvú óriás sejtek, melyekben 

a miofilamentumok összerendeződve miofibrillumokat képeznek. A miofibrillumok aktint és 

miozint tartalmazó összehúzódási egységei a szarkomerek, melyek a szomszédos 

miofibrillumokon azonos magasságban helyezkednek el, ebből adódik a harántcsíkolat. A 

bazális lamina és az izomrostok plazmamembránja között nyugvó állapotban található 

őssejtek a szatellita sejtek. Az ábra (Relaix és Zammit, 2012) alapján lett módosítva. 

1.3.1.2 A vázizom regeneráció folyamata 

 Sérülést követően a vázizom sokmagvú sejtjei, az izomrostok nekrózissal halnak el és 

steril gyulladás alakul ki. Ennek hatására az izom őssejtjei, a szatellita sejtek aktiválódnak és 

elindul bennük a miogenikus program (Snow, 1977). Ezzel egyidőben immunsejtek, köztük 

makrofágok és neutrofil granulociták infiltrálják a sérült területet. A regeneráció kezdeti 

gyulladásos fázisa során megfigyelhetjük a miogén és a fibro-adipogén progenítorok (FAP) 

felszaporodását, a pro-inflammatorikus immunsejtek (neutrofilek, gyulladási makrofágok) 

számának növekedését és a nekrotikus izomrostok eltakarítását. Néhány nappal később a 

neutrofilek eltűnnek és egyre több makrofág jelenik meg. Az izomregeneráció második 

fázisa, a felépülési fázis a miogén progenítorok differenciációja és fúziója révén frissen 

keletkezett, kisméretű izomrostok megjelenésével veszi kezdetét. A FAP-ok száma csökken, 
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angiogenezis figyelhető meg. Végül az újonnan keletkezett izomrostok megnőnek, és 

visszaáll az izomszövet eredeti állapota (Yin és mtsai, 2013). A megfelelő regenerációhoz 

számos egymást követő eseménynek a megfelelő helyen, időben és sorrendben kell 

végbemennie (7. ábra). Ha a regeneráció első napjaiban túl korai anti-inflammatorikus hatás 

éri az izmot, vagy néhány nappal később blokkoljuk az anti-infammatorikus hatásokat, akkor 

a regenerációs program zavart szenvedhet (Perdiguero és mtsai, 2011). 
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7. ábra: A vázizom regeneráció eseményei A szatellita sejtek izom rezidens őssejtek, melyek 

a bazális lamina alatt helyezkednek el nyugalmi állapotban (jobb felül). Izom sérülés esetén a 

szatellita sejtek aktiválódnak, elkezdenek mioblasztokként proliferálni, majd ezt követően 

miotubulusokká fúzionálnak és differenciálódnak, melyek később megnőnek, így helyettesítik 

a károsodott izmot. Számos egyéb sejttípus is befolyásolja a regeneráció kimenetelét, ilyenek 

pl. az erekből kilépő gyulladási sejtek (bal felül). A pro-inflammatorikus monociták és a 

neutrofil granulociták (nincs ábrázolva) már nem sokkal a sérülést követően megjelennek a 

károsodás helyén, ahol a monociták pro-inflammatorikus (M1) makrofágokká 

differenciálódnak. Ezek a sejtek eltávolítják az elhalt sejttörmeléket és számos citokin 

termeléséért is felelősek, melyek a mioblaszt proliferációt támogatják. A regeneráció későbbi 

fázisában M2 makrofágok jelennek meg, melyek a mioblasztok differenciációját és fúzióját 

támogatják. Az ábra (Kharraz és mtsai, 2013) alapján lett módosítva. 
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1.3.1.2.1 A szatellita sejtek szerepe a vázizom regeneráció során 

 A szatellita sejtek az izomregenerációt az embrionális izomfejlődéshez hasonló 

módon, miogenikus transzkripciós faktorok megfelelő időben történő kifejezésével vezénylik 

le. A nyugvó állapotban lévő szatellita sejtek a Pax7 (Seale és mtsai, 2000) és a Myf5 

(Beauchamp és mtsai, 2000) transzkripciós faktorokat fejezik ki, ezek az ún. miogén 

szabályozó faktorokhoz (MRF) tartoznak. Sérülés esetén a szatellita sejtek aktiválódnak és 

miogén prekurzorokként (mioblasztok) elkezdenek szaporodni. Eközben a Pax7 és a Myf5 

mellett a MyoD (Sacco és mtsai, 2008) transzkripciós faktort is kifejezik, mely szintén az 

MRF-ekhez tartozik. A későbbiekben a miogén prekurzorok kilépnek a sejtciklusból és 

véglegesen differenciálódnak, miközben késői MRF-eket expresszálnak, 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 fúzionálnak egymással és a már 

létező izomsejtekkel, így képezve új, működőképes izomrostokat. A proliferáló miogén 

prekurzorok egy kis része, mely az önfenntartásért felelős, nem differenciálódik, hanem 

represszálja a MyoD-t, valamint serkenti a Myf5 és Pax7 expresszióját, így biztosítva az 

őssejtek jelenlétét a továbbiakban is (Kuang és mtsai, 2007).  

1.3.1.2.2 A vázizom regenerációban részt vevő egyéb sejtek 

 A vázizom regenerációban az elengedhetetlen szatellita sejteken kívül más sejttípusok 

is fontos szerepet játszanak. A sérülés helyén legnagyobb számban immunsejtek fordulnak 

elő. Rögtön a sérülést követően egyrészt a keringésből kilépő neutrofilek és monociták 

(Saclier és mtsai, 2013a), másrészt feltehetőleg a környező kötőszövetekből származó 

makrofágok (Brigitte és mtsai, 2009) vándorolnak a sérült izomhoz. Eozinofil granulociták és 

Treg sejtek infiltrációját is megfigyelhetjük, azonban ezek jóval alacsonyabb számban vannak 

jelen, mint a monociták/makrofágok (Mounier és mtsai, 2013). Ezeknek elsősorban az 

izomregeneráció kezdeti szakaszában van szerepe. Az eozinofilek elsősorban a FAP-ok 

(Heredia és mtsai, 2013), a Treg sejtek pedig a miogén prekurzorok sokszorozódásában 

vesznek részt (Burzyn és mtsai, 2013). Az immunsejteken kívül a fibroblaszt sejtek is 

szerepet játszanak az izomregenerációban. A FAP-ok száma gyorsan megsokszorozódik a 

sérülést követően, azonban néhány napon belül visszatér a normál szintre (Lemos és mtsai, 

2015). Az izomregeneráció későbbi szakaszában lezajló angiogenezis sejtjei szintén 

befolyásolják a folyamatot. Az endotél sejtek támogatják a miogén sejtek proliferációját és 
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differenciációját, míg a peri-endoteliális sejtek (pl. periciták, simaizomsejtek) a nyugalmi 

állapotba való visszatérésükhöz járulnak hozzá (Abou-Khalil és mtsai, 2009; Christov és 

mtsai, 2007).  

1.3.1.2.3 Makrofágok a vázizom regeneráció során 

 A kardiotoxin (CTX) kígyóméreg okozta izomsérülés esetén a Ly6C-t kifejező 

(Ly6C
+
) monociták a CCL2-CCR2 tengelyen keresztül 24 órán belül belépnek az izomba és 

számuk a második nap kezdetétől csökkenni kezd, miközben megjelennek a Ly6C-t nem 

kifejező (Ly6C
-
) sejtek. A harmadik nap végére már szinte az összes Ly6C

+
 makrofág Ly6C

-
 

sejtté konvertálódik (Arnold és mtsai, 2007; Varga és mtsai, 2016a). A Ly6C
-
 makrofágok 

proliferálnak és számuk csak akkor csökken le, amikor az izomban a regeneráció végeztével 

visszaáll a sérülést megelőző állapot.  

 A Ly6C
+
 és Ly6C

-
 makrofágok egymás utáni megjelenése az izomregeneráció 

speciális eseményeivel köthető össze. A Ly6C
+
 makrofágok jelenléte egybeesik a nekrózissal 

elhaló izomrostok makrofágok általi eltakarításával, a miogenikus őssejtek aktivációjával és 

proliferációjával, valamint a FAP-ok osztódásával. Később Ly6C
-
 makrofágokat figyelhetünk 

meg a kisméretű fiatal miotubulusok körül és ezek növekedése, valamint az ezzel 

párhuzamosan zajló ECM újraszerveződés és angiogenezis során. In vitro és in vivo 

vizsgálatok is kimutatták, hogy a pro-inflammatorikus makrofágok stimulálják a miogenikus 

prekurzorok proliferációját, míg az anti-inflammatorikus makrofágok a végső 

differenciációjukat (miogenin expresszió) és többmagvú miotubulusokká történő fúziójukat 

támogatják (Saclier és mtsai, 2013b). A FAP-ok sorsa az izomregeneráció során szintén függ 

a makrofágoktól, ugyanis a makrofágok által termelt TNFα serkenti a FAP apoptózist, míg az 

általuk termelt TGFβ épp ellenkezőleg hat. A fokozott TNFα jelátvitel, illetve a makrofágok 

sérült szövetbe történő belépésének gátlása túlzott mátrix felhalmozódáshoz és 

izomfibrózishoz vezet (Lemos és mtsai, 2015). Makrofágok hiányában a megfelelő 

érképződés sem zajlik le a regenerálódó izomban (Ochoa és mtsai, 2007; Zordan és mtsai, 

2014). Az AMP aktivált protein kináz α1 (AMPKα1) hiányos makrofágokkal rendelkező 

egerekben is csökkent angiogenezist tapasztaltak (Zhu és mtsai, 2016), valamint 

ugyanezekben az egerekben megfigyelték, hogy a gyulladásos makrofágok az 

izomregeneráció során nehezebben alakulnak át a szöveti regenerációt elősegítő ”gyógyító” 

makrofágokká (Mounier és mtsai, 2013). Ezek alapján arra következtethetünk, hogy az anti-
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inflammatorikus fenotípussal rendelkező ”gyógyító” makrofágok a hatékony érképződéshez 

is hozzájárulnak. 

1.3.1.2.3.1 A makrofágok metabolikus átprogramozása 

 A makrofág polarizáció két végén elhelyezkedő M1 és M2 sejtek nem csak sejtfelszíni 

fehérjemintázatukban és funkciójukban különböznek, hanem anyagcseréljük is eltér 

egymástól. Az M1 makrofágokra jellemző, hogy anyagcseréjükben az anaerob glikolízis 

dominál. Így pl. ezekben a sejtekben a 6-foszforukto-2-kináz/fruktóz-2-6-biszfoszfatáz enzim 

kináz aktivitása révén magas fruktóz-2,6-biszfoszfát szint tapasztalható, mely serkenti a 

glikolízist (Rodriguez -Prados és mtsai, 2010). A megemelkedett glikolízishez hozzájárul a 

hipoxia-indukálható faktor-1 α (HIF-1α), melynek transzkripcióját az NF-κB aktiválja (Kim 

és mtsai, 2006; Rius és mtsai, 2008). A HIF-1α ezen kívül megemeli az IL1β expresszióját, 

ezzel is hozzájárulva a pro-inflammatorikus fenotípus kialakulásához (Tannahill és mtsai, 

2013). Az M1 makrofágokban a pentóz-foszfát útvonal (PPP) aktivitása is megemelkedik, 

mivel a képződő nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát redukált formája (NADPH) 

szükséges a NADPH oxidáz enzim működéséhez, mely a ROS képződését katalizálja. 

Ezekkel ellentétben a citromsav ciklus és az oxidatív foszforiláció gátolt az M1 

makrofágokban. Az oxidatív foszforiláció blokkolása a gyulladási makrofágokban a HIF-1α 

aktiváció hatására termelődő NO által valósul meg (Takeda és mtsai, 2010; Albina és mtsai, 

1988), mely gátolja a mirokondrium belső membránjában lévő elektrontranszport lánc IV. 

komplexét. Az LPS aktiváció hatására a makrofágokban a citromsav ciklusban több ponton 

elakadást tapasztalhatunk, így bizonyos intermedierek felhalmozódnak (Ryan és O’Neill, 

2017). Ilyen pl. a szukcinát, mely részt vesz a gátolt normál mitokonriális elektrontranszport 

miatt kialakuló fordított elektron áramlás során bekövetkező mitokondriális ROS 

termelődésében (Mills és mtsai, 2016). Ezen kívül a szukcinát szintén hozzájárul a 

metabolizmus anaerob irányba történő eltolódásához a HIF-1α aktiválásán keresztül (Selak és 

mtsai, 2005). Az aktivált M1 makrofágok az extracelluláris térbe is szekretálják a szukcinátot 

és növelik a szukcinát receptor expresszióját, így a szukcinát autokrin és parakrin módon 

hatva stimulálja az IL1β termelést (Littlewood-Evans és mtsai, 2016). A makrofágok 

klasszikus aktivációja tehát metabolikus átprogramozáshoz és pl. az emlős rapamicin target 

komplex 1 (mTORC1) és a mitogén-aktivált protein kináz (MNK) kinázok transzlációs 

gátlásához vezet, mely elősegíti a gyulladást (Su és mtsai, 2015). A másik fő gyulladási 
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állapot az alternatívan aktivált/anti-inflammatorikus állapot, mely pl. IL4 receptor stimulálás 

hatására következik be és az M2 makrofágokat jellemzi (Sica és Mantovani, 2012; Mosser és 

Edwards, 2008). Az M2 makrofágokra csökkent glikolitikus aktivitás és emelkedett 

mitokondriális oxidatív foszforiláció jellemző (Tan és mtsai, 2015). Az IL4 hatására 

kialakuló anti-inflammatorikus fenotípus kialakulásához az mTORC2 és a szignál 

transzducer és transzkripció aktivátor 6 (STAT6)/IRF4 útvonalak aktiválódása szükséges, 

melyek a glükóz metabolizmust az oxidatív foszforiláció irányába mozdítják (Huang és 

mtsai, 2016). Az M2 makrofágokban csökkent PPP működés, intakt citromsav ciklus és 

normál irányú mitokondriális elektronvándorlás tapasztalható, így itt nem a ROS, hanem az 

ATP termelődés hangsúlyos (Haschemi és mtsai, 2012; Jha és mtsai, 2015). 

A vázizom regeneráció során jelen lévő Ly6C
+
 makrofágokra inkább pro-

inflammatorikus citokin profil jellemző, így több TNFα-t és IL1β-t fejeznek ki, miközben a 

Ly6C
-
 makrofágok anti-inflammatorikus profilt mutatnak, emelkedett IL10 és TGFβ 

expresszióval (Perdiguero és mtsai, 2011; Arnold és mtsai, 2007; Wang és mtsai, 2014; 

Ruffell és mtsai, 2009). Azonban a Ly6C
+
 és Ly6C

-
 makrofágok génexpressziós profilja nem 

egyezik az in vitro azonosított M1 és M2 makrofágokéval (Xue és mtsai, 2014).  

Mint azt már korábban tárgyaltuk, az apoptotikus/elhalt sejtek fagocitózisa anti-

inflammatorikus jelátvitelt indukál a makrofágokban, ebben bizonyos metabolikus 

regulátorok szerepe is bizonyított, mint az AMPK vagy a PPAR receptorok, melyek az elhalt 

sejtek felvételének hatására aktiválódnak (Han és Ravichandran, 2011). Az AMPK 

aktivációja serkenti az oxidatív foszforilációt (Hardie, 2014) és az IL10 termelést (Zhu és 

mtsai, 2015), de csökkenti a pro-inflammatorikus termékek szekrécióját (Jeong és mtsai, 

2009). A PPARγ transzkripciós faktor fontos szerepet játszik a lipid metabolizmusban és a 

gyulladási folyamatok szabályozásában, ugyanis anti-inflammatorikus funkciókat lát el 

(Namgaladze és Brune, 2016). Izomregeneráció során az egyik PPARγ által szabályozott gén 

a növekedési differenciációs faktor 3-at (GDF3) kódolja, mely a TGFβ fehérjecsalád tagja és 

a miogenikus sejtek fúzióját támogatja, így szükséges a sokmagvú izomrostok kialakulásához 

(8. ábra). A Gdf3-at a ”gyógyító” makrofágok termelik és expressziója az izomregeneráció 3-

4. napján a legmagasabb (Varga és mtsai, 2016b). 
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8. ábra: A makrofágok fenotípus váltása a vázizom regeneráció során A Ly6C
+
 

makrofágokra jellemző pro-inflammatorikus fenotípus alacsony oxidatív metabolizmussal 

hozható összefüggésbe. Anti-inflammatorikus makrofággá alakulásuk során ezek a sejtek 

fokozatosan megváltoztatják a metabolizmusukat is, így a citromsav ciklus és a 

mitokondriális oxidatív foszforiláció lesz domináns, ami a regeneráció végéig így marad. A 

”gyógyító” Ly6C
-
 makrofágok a szövetregenerációhoz és az ECM újraépüléséhez szükséges 

faktorokat termelnek. A sejtmetabolizmus két fontos regulátora, az AMPK1 és a PPAR is 

részt vesznek a makrofágok gyulladási fenotípusának kialakításában. Az AMPK1 az elhalt 

miogenikus sejtek fagocitózisakor aktiválódik a makrofágokban és szerepet játszik azok anti-

inflammatorikus fenotípusra váltásában. A regeneráció későbbi fázisában a ”gyógyító” 

makrofágok nagy mennyiségben termelik a PPAR-t, mely a miogenikus sejtek fúzióját 

támogató növekedési faktor, a GDF3 termelését szabályozza. Az ábra (Juban és Chazaud, 

2017) alapján lett módosítva. 

1.3.2 A transzglutamináz 2 szerepe a sebgyógyulásban és az elhalt sejtek 

eltakarításában 

A transzglutamináz enzim család tagjai Ca
2+

 függő poszttranszlációs fehérje 

módosításokat katalizálnak, mint pl. fehérjék keresztkötése, amin beépítés, vagy hely 

specifikus deamidáció (Greenberg és mtsai, 1991; Lorand és Graham, 2003). Emberben a 

transzglutamináz család 9 tagja ismert, melyek között a TG2 egyedinek számít, ugyanis 

transzglutamináz funkciója mellett rendelkezik GTPáz, protein diszulfid izomeráz és protein 



37 

 

kináz enzimaktivitással is (Fésüs és Piacentini, 2002; Gundemir és mtsai, 2012). A TG2 

szinte minden sejtkompartmentben jelen van, így megtalálható a citoplazmában, a 

mitokondriumban, endoszómákban és a sejtmagban. A sejtfelszínen is megjelenik és az 

extracelluláris térbe is szekretálódhat (Belkin, 2011). A TG2 a többi transzglutaminázhoz 

hasonlóan konzervált 3D szerkezettel és katalitikus triáddal rendelkezik (Eckert és mtsai, 

2014), de vannak egyedi szakaszai (rendezetlen vagy rövid lineáris motívumok), melyek 

ideális interakciós partnerré teszik más fehérjék számára. Így a TG2 interakciós partnerei 

lehetnek sejtadhézióhoz, migrációhoz és fagocitózishoz köthető fehérjék (pl. fibronektin, 

szindekán-4, MFG-E8), valamint intracelluláris jelátvitelben részt vevő fehérjék (pl. α1-

adrenoceptor, PLCδ1) is. Ezen felül a TG2 BH3 doménjének köszönhetően az apoptózis 

szabályozásában is részt vesz (Kanchan és mtsai, 2015). A TG2 széleskörű interakciós 

készsége teszi lehetővé, hogy számos fehérje hálózatban játszik valamilyen szerepet (Lesort 

és mtsai, 1998; Milakovic és mtsai, 2004). 

 A szöveti sérülésre adott válasz különböző események komplex sorozata, melynek 

fontos elemei a gyulladás kialakulása, sejtek migrációja és proliferációja,  az ECM 

újraszerveződése, új erek képződése és az apoptózis. A sebgyógyuláshoz szükség van a 

különböző sejtek ECM komponensekkel és növekedési faktorokkal alkotott dinamikus 

interakciójára. A TG2 keresztkötő funkciójának köszönhetően hozzájárul az ECM 

stabilizációhoz és újraszerveződéhez, így fontos szerepe van a szövetregenerációban 

(Aeschlimann és Thommazy, 2000). A TG2 extracelluláris szerepe nem merül ki az ECM 

komponensek keresztkötésében, ugyanis egyrészt, mint integrin koreceptor, másrészt, mint 

független adhéziós molekula (Isobe és mtsai, 1999; Akimov és mtsai, 2000; Verderio és 

mtsai, 2004) különböző sejt-mátrix kölcsönhatásokban (pl. sejtadhézió, fibroblasztok 

mozgása) is részt vesz, melyek szintén alapvető fontosságúak a szövetregeneráció 

folyamatában (Balklava és mtsai, 2002; Belkin és mtsai, 2001). 

Az apoptózis hatékony lezajlása, valamint az apoptotikus vagy nekrotikus sejtek 

professzionális és nem professzionális fagocita sejtek általi hatékony eltakarítása szintén 

kulcsfontosságú a normál regenerációhoz és a szöveti homeosztázis fenntartásához. A TG2 

mindkét folyamatban részt vesz anti-inflammatorikus molekulaként (Szondy és mtsai, 2017). 

Egyrészt, ha már elindult az apoptózis program, támogatja azt (Fésüs és Szondy, 2005), az 

apoptotikus sejt fehérjéit keresztkötve gátolja a gyulladást okozó sejttartalom felszabadulását 

(Piredda és mtsai, 1997), hozzájárul a ”találj meg” jelek kibocsátásához (Nishiura és mtsai, 

1998) és gyorsítja a PS sejtfelszíni megjelenését (Sarang és mtsai, 2007). Másrészt pedig a 

TG2 makrofágokban integrin β3 koreceptorként működve szükséges az apoptotikus sejtek 
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irányába történő migrációhoz (Akimov és Belkin, 2001) és a fagocita portál megnyílásához, 

így az apoptotikus sejtek megfelelő fagocitózisához (Szondy és mtsai, 2003; Tóth és mtsai, 

2009). A TG2 szerepet játszik a makrofágok gyulladási válaszának szabályozásában is. 

Hiányában makrofágokban megemelkedik az LPS-indukált gyulladási citokin termelés, mely 

hátterében a fokozott kompenzatorikus αvβ3 integrin szignál által fenntartott NF-κB aktivitás 

áll (Sarang és mtsai, 2011). Ezen kívül a TG2 bizonyos esetekben hozzájárul a TGFβ 

termeléséhez és aktivációjához (Yen és mtsai, 2015; Nunes és mtsai, 1995), mely szintén 

anti-inflammatorikus molekulaként vesz rész ebben a folyamatban (Fadok és mtsai, 1998a). 

Így nem meglepő, hogy TG2 hiányában, a normál esetben immunológiailag csendes 

apoptotikus sejt eltakarítás gyulladáshoz, és SLE szerű autoimmun megbetegedéshez vezet 

egérben (Szondy és mtsai, 2003). 
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2 CÉLKITŰZÉS 

2.1 Az apoptotikus és nekrotikus sejtek makrofágok általi felvételének 

összehasonlítása 

Annak ellenére, hogy az apoptózissal és nekrózissal elhalt sejtek számos patológiás 

folyamatban egyszerre vannak jelen, így egy időben van szükség az eltakarításukra, jóval 

kevesebbet tudunk a nekrózissal elhalt sejtek felvételéről. A szakirodalomban ellentmondásos 

eredményeket találhatunk az apoptotikus és nekrotikus sejtek makrofágok általi 

eltakakarításának hatékonyságáról és a felvételüket követően kiváltott immunszabályozó 

funkcióikról. Bár azt már tudjuk, hogy a nekrotikus sejtek felszínén is megjelenik az 

apoptotikus sejtek felismerésénél ”egyél meg” jelként azonosított PS molekula, de abban még 

nem született konszenzus, hogy a PS függő apoptotikus sejt bekebelezési mechanizmusok 

részt vesznek-e a nekrotikus sejtek eltakarításában (Cocco és Ucker, 2001; Brouckaert és 

mtsai, 2004; Hirt és Leist, 2003). Az apoptotikus sejtek az őket bekebelező makrofágokban 

anti-inflammatorikus folyamatokat indítanak el, melyhez a PS felismerése (Huynh és mtsai, 

2002) és bizonyos PS receptorokon (pl. MerTK) elinduló jelátviteli útvonalak is 

hozzájárulnak (Tibrewal és mtsai, 2008). A bekebelezett és megemésztett apoptotikus sejtek 

lipid tartalma a makrofágok magreceptoraira hatva is hozzájárul az anti-inflammatorikus 

hatásokhoz és az elhalt sejtek minél gyorsabb eltakarításához (Sarang és mtsai, 2014; 

Zahuczky és mtsai, 2011). Kutatásaink során célul tűztük ki a különböző PS receptorok 

szerepének vizsgálatát növekedési faktor megvonással létrehozott apoptotikus és hő, vagy 

hidrogén-peroxid (H2O2) kezelt primer nekrotikus timociták csontvelői eredetű makrofágok 

(BMDM) általi fagocitózisa során. Ezen kívül szerettük volna meghatározni az általunk 

vizsgált rendszerben az apoptotikus és nekrotikus sejtek eltakarításának hatékonyságát, és 

hogy képesek-e ezek a sejtek egymás felvételét gátolni, úgymond ”versengeni” a makrofágok 

általi felvételért. Vizsgálni kívántuk a különböző célsejtek jelenlétében kialakuló makrofág 

fagocita portál morfológiáját, valamint, hogy a célsejtek együttes jelenlétekor kialakul-e a 

különböző célsejtekre specializálódott receptorokból álló fagocita kapu, mely képes 

megkülönböztetni az apoptotikus és nekrotikus sejteket, vagy a kialakult portálon keresztül 

bármelyik sejt felvétele megtörténhet. Végül szerettük volna meghatározni, hogy a nekrotikus 

sejtek bekebelezése során is végbemegy-e a makrofágokban a magreceptorok aktivációja és 

ennek hatására a különböző fagocita receptorok expressziójának növekedése, hatékonyabb 

elhalt sejt eltakarítást eredményezve. 

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
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2.2 Az Nme1 NDPK szerepének meghatározása az apoptotikus sejtek 

makrofágok általi felvételében 

A dinamin a fagoszóma kialakulása, záródása és lefűződése során bekövetkező aktin 

átrendeződés elengedhetetlen szabályozója (Gold és mtsai, 1999; Marie-Anais és mtsai, 

2016). A sejtekben a GTP mennyisége jóval alacsonyabb, mint az ATP-é, így szükség van 

egy NDPK működésére, mely ATP felhasználásával ellátja GTP-vel a dinamin GTPázt az 

endocitózis során (Boissan és mtsai, 2014). A dinamin és az NDPK-k kapcsolatának szerepét 

a különböző membrán átszerveződések során már több fajban is bizonyították (Krishnan és 

mtsai, 2001; Boissan és mtsai, 2014). C. elegans fonálféregben Vellainé Takács Krisztina és 

munkacsoportja bizonyította először, hogy a DYN-1 és az NDK-1 fizikai interakcióban 

vannak az apoptotikus sejtek bekebelezése során kialakuló fagoszómák felszínén 

(Fancsalszky és mtsai, 2014). Jelenlegi tanulmányukban azt igazolják, hogy ez az interakció 

nem csak a bekebelezés kezdeti fázisánál, hanem a fagoszóma érésénél is megfigyelhető, 

valamint, hogy humán monocita eredetű makrofágok (hMDM) esetében is megfigyelhető a 

dinamin és az Nme1 kolokalizációja a fagocita portálban. Ezen felül Nme1 hiányos hMDM-

eknél csökkent fagocitózist tapasztaltak. Mivel rágcsáló modellben még nem vizsgálták az 

Nme1 apoptotikus sejtek fagocitózisában betöltött szerepét, ezért Vellainé Takács Krisztina 

munkacsoportjával kollaborációban célul tűztük ki, hogy megvizsgáljuk, szerepet játszik-e az 

Nme1 nukleozid-difoszfát-kináz az egér BMDM-ek apoptotikus sejtfelvételében. 

2.3 A transzglutamináz 2 szerepének meghatározása a sérülést követő vázizom 

regeneráció során 

A transzglutamináz 2 számos biológiai folyamatban szerepet játszik, így az 

apoptózisban, fibrózisban, az elhalt sejtek fagocitózisában, sebgyógyulásban és gyulladásos 

folyamatokban is (Fesus és mtsai, 1987; Johnson és mtsai, 1997; Szondy és mtsai, 2003; 

Haroon és mtsai, 1999; Lee és mtsai, 2004). A születést követően a vázizomban a TG2 nem, 

vagy alig expresszálódik, de a korai embrionális fejlődés során a mioblasztokban magas 

expressziót tapasztalhatunk. A TG2 gátlása in vitro gátolja a csirke embrióból származó 

mioblasztok fúzióját, mely a TG2 szerepére utal az embrionális vázizom fejlődés során 

(Bersten és mtsai, 1983). A TG2 idiopátiás gyulladásos miopátiknál (Choi és mtsai, 2004), 

valamint az izomregeneráció során fontos szerepet játszó neutrofilekben és makrofágokban is 

kifejeződik (Nurminskaya és Belkin, 2012). A TG2 számos gyulladási citokin hatására 
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indukálódik és hozzájárul a gyulladás kialakulásához is (Chrobok és mtsai, 2017). Emellett 

bizonyos esetekben szerepet játszik a TGFβ termelésében és aktivációjában (Yen és mtsai, 

2015; Nunes és mtsai, 1997), így a megnövekedett TG2 expresszió hozzájárulhat az 

izomfibrózis kialakulásához. Mivel a TG2 megjelenik az embrionális izomfejlődés, valamint 

a sérülést követő szöveti regeneráció során is, ezért célul tűztük ki, hogy tanulmányozzuk a 

vázizom regenerációban betöltött szerepét TG2 hiányos (TG2
-/-

) és vad típusú (TG2
+/+

) 

egértörzset használva. Vizsgálni szerettük volna az izomszövet szerkezetét kezeletlen és CTX 

okozta nekrózist követően regenerálódó izmokban, valamint kvantifikálni a sérülést követően 

a regeneráció különböző napjain az izomba beáramló immunsejteket (makrofágok, 

neutrofilek) és e sejtek génexpresszióját is. Az izomregenerációban részt vevő fehérjék 

mélyebb megismerése a későbbiekben hozzájárulhat különböző degeneratív izombetegségek 

és az időskori szarkopénia gyógyításához/tünetinek enyhítéséhez. 
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3 ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1 Reagensek 

A kísérleteinkhez felhasznált anyagok, reagensek a Sigma-Aldrich-től (MERCK) 

származnak, egyéb esetben a gyártó/forgalmazó cég az anyag neve után van megjelölve. 

3.2 Kísérleti állatok 

A kísérletekhez 4 hetes, illetve 2-4 hónapos C57B6, TG2
+/+

 és teljes TG2 knock out (TG2
-/-

) 

egereket (De Laurenzi V és Melino G, 2001) használtunk, melyek specifikus patogénmentes 

környezetben, a Debreceni Egyetem Élettudományi Központjának Állatházban voltak 

tenyésztve. A kísérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Állatkísérleti Bizottsága 

(DEMÁB) engedélyével, az állatok védelméről és kíméletéről szóló szabályozások 

betartásával végeztük. 

3.3 Sejtizolálás és tenyésztés 

3.3.1 BMDM-ek differenciációja, kezelése és siRNA transzfekciója 

A csontvelőből származó mieloid progenitorokat 2-4 hónapos C57B6 vagy TG2
+/+

 és 

TG2
-/-

 egér lábszárcsontjaiból izoláltuk. A progenitorok érett BMDM-ekké differenciáltatását 

in vitro DMEM médiumban (4 mM glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomicin, 

10% FBS) 10 % L929 sejtekből származó M-CSF tartalmú felülúszó hozzáadásával végeztük 

6 nap alatt. A nem letapadt sejtek 3 nap után le lettek mosva. 

A magreceptorok aktiválásához a BMDM-eket all-transz retinsav (ATRA; 1 μM) 

RAR agonistával, 9-cis retinsav (9CRA; 1 μM) RXR agonistával, GW3965 (Tocris; 1 μM) 

LXR agonistával, dexametazon-acetát (1 μM) glükokortikoid receptor (GR) agonistával vagy 

kontrollként dimetil-szulfoxiddal (DMSO; 0,1%) kezeltük 24 órán keresztül.  

A jelátviteli útvonalak gátlásához a makrofágokat BMS777607 TAM receptor tirozin 

kináz inhibítorral (1 μM) vagy NSC23766 Rac1 kis GTP kötő fehérje inhibítorral (Tocris; 

100 μM) kezeltük 24 órán át. Az integrin funkció gátlásához egyrészt arginin-glicin-aszpartát 

(RGD; 2 mg/ml) peptidet, másrészt anti-CD61 antitestet (BD Biosciences; 4 μg/ml) adtunk a 

BMDM-ekhez 1 órával az apoptotikus és nekrotikus sejtek hozzáadását megelőzően. A 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Laurenzi%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11113189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melino%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11113189
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sejtfelszíni Tim-4 PS receptor gátlásához anti-Tim-4 monoklonális antitestet (Thermo Fisher 

Scientific; 4 μg/ml) használtunk szintén 1 órán keresztül. 

Az érett BMDM-ek egér Nme1 specifikus ON-TARGETplus SMARTpool siRNS-el 

vagy ON-TARGETplus Non-targeting Control Pool (Dharmacon) nem specifikus siRNS-

ekkel lettek transzfektálva DharmaFECT 1 transzfekciós reagens (Dharmacon) segítségével a 

DharmaFECT transzfekciós protokoll alapján. 48 órával a transzfekciót követően vizsgáltuk a 

sejtek fagocitózis képességét (lásd in vitro fagocitózis vizsgálat), valamint western blot 

segítségével az Nme1 fehérje szintjét. 

3.3.2 Raw 267.4 makrofág sejtvonal tenyésztése 

A Raw 264.7 egér eredetű monocita-makrofág sejtvonal tenyésztése DMEM (4 mM 

glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomicin, 10% FBS) médiumban, 37 ⁰C-on 5% 

CO2 tartalmú inkubátorban történt. A sejteket passzáláskor tripszinnel (10 perc, 37ºC) 

választottuk fel a tenyésztőflaska aljáról. 

3.3.3 Timocita izolálás, sejthalál indukció és PS blokkolás 

A különböző módon elhalt sejtek előállításához 4 hetes C57B6 típusú egér frissen 

izolált tímuszából nyert sejteket (timocitákat) használtunk. Apoptózist növekedési faktor 

megvonással, szérummentes RPMI 1640 médiumban (2 mM glutamin, 100 U/ml penicillin, 

100 µg/ml streptomicin) történő 24 órás inkubációval idéztünk elő, ezzel elkerülve, hogy a 

különböző apoptózist indukáló szerek befolyásolják a fagocitózis vizsgálatokat. Nekrózist 

hőstresszel (55
o
C, 20 perc), illetve H2O2 kezeléssel (1mM, 24 óra) indukáltunk. Mivel az 

izolált timociták 24 óra alatt spontán is jelentős mértékben elhalnak, így kísérleteink során 

frissen izolált timocitákat használtunk élő kontrollként. A különböző elhalt sejt mintákban 

propídium-jodid (PI) és Alexa Fluor 647-konjugált annexin V (Thermo Fisher Scientific) 

festéssel határoztuk meg az apoptotikus és nekrotikus sejtek százalékos arányát, ezen felül 

elektronmikroszkópos morfológia vizsgálatok segítségével is igazoltuk a különböző sejthalál 

mechanizmusok indukcióját.  

Az áramlási citometriás mérésekhez Cell Tracker Deep Red (Thermo Fisher 

Scientific; 0,5 μM) vagy karboxifluoreszcein-diacetát-szukcinimidil-észter (CFDA-SE; 

Thermo Fisher Scientific; 10μM) fluoreszcens festékekkel jelöltük az apoptotikus és 

nekrotikus timocitákat (10
7
 sejt/ml). A hőnekrotikus sejtek esetében még a nekrózis indukció 
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előtt történt a jelölés. A festőmédiumot az elhalt sejtekről centrifugálással távolítottuk el 

(1000 rpm, 10 perc) és megfelelő térfogatú DMEM médiumban (4 mM glutamin, 100 U/ml 

penicillin, 100 µg/ml streptomicin, 10% FBS) vettük fel őket (sejtszámtól függően). 

Egyes kísérleteknél az apoptotikus és nekrotikus timociták felszínén lévő PS-t Alexa 

Fluor 647-konjugált annexin V-vel (Thermo Fisher Scientific) fedtük le. 

3.3.4 Izom eredetű leukociták izolálása 

Izolálást követően a tibialis anterior (TA) izmokat feldaraboltuk, 0.2% kollagenáz II 

(Gibco) tartalmú RPMI 1640 médiumban (2 mM glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml 

streptomicin) 37°C-on 1 órán keresztül tovább emésztettük, majd egy 100 µm-es és egy 40 

µm-es szűrőn átszűrtük. A CD45
+
 sejteket (leukocitákat) mágneses sejtizolálásssal (Miltenyi 

Biotec) a gyártó leírásának megfelelően különítettük el. 

3.4 Elhalt timociták annexin V és PI festése 

A sejthalál indukció sikerességét fluoreszcensen jelzett Alexa Fluor 647-konjugált 

annexin V (Thermo Fisher Scientific) fehérjével és PI DNS festékkel ellenőriztük. A 

mintákból 10
5
 db sejtet felvettünk 100 µl annexin-kötő pufferben (PBS + 1 mM CaCl2), 

melyhez a gyártó ajánlása alapján 5 µl Alexa Fluor 647-konjugált annexin V oldatot adtunk. 

Szobahőmérsékleten 15 perc inkubációt követően további 400 µl annexin-kötő puffert és PI-

ot (50µg/ml) adtunk a mintákhoz. A sejtek fluoreszcenciáját Becton Dickinson FACSCalibur 

áramlási citométer segítségével mértük (FL4 és FL2 csatornákban). 

3.5 Transzmissziós elektronmikroszkópia 

A fluoreszcens festéssel történő életképesség vizsgálatot kiegészítendő 

elektonmikroszkópos felvételekkel is igazoltuk, hogy két különböző, az adott sejthalál 

típusokra jellemző morfológiával rendelkező célsejtet kaptunk a sejthalál indukciót követően. 

Az apoptotikus és nekrotikus timocitákat a kezelések után összegyűjtöttük, majd 1 % 

glutáraldehidet tartalmazó 0,1 M kakodilát pufferrel fixáltuk, később 2 % OsO4 tartalmú 

azonos pufferrel poszt-fixáltuk.  

A fagocitózis morfológiai vizsgálatához a BMDM-ek egy üveglapon voltak inkubálva 

az apoptotikus és/vagy nekrotikus timocitákkal 30 percen keresztül, majd a már korábban 
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részletezett módon fixálásra kerültek. A mintákat a megfelelő előkészítést követően JEOL 

1010 transzmissziós elektronmikroszkóppal vizsgáltuk. 

3.6 In vitro fagocitózis vizsgálat  

A korábban már differenciáltatott BMDM-ekhez/Raw 267.4 sejtekhez (1,5x10
5
 db 

sejt/cm
2
) hozzáadtuk az apoptotikus és/vagy nekrotikus timocitákat az aktuális kísérletnek 

megfelelő arányokban és mennyiségben (legalább 1:5 makrofág:célsejt arányban), majd 

együtt inkubáltuk a sejteket 30/60/90/120 percig, 37ºC-on. Mivel a hő- és H2O2-kezelt 

mintákban a sejtek 100%-a nekrotikusnak tekinthető, azonban a szérum éheztetett 

apoptotikus sejtek között mindig jelen volt kb. 30-40% élő sejt is, így a fagocitózis 

vizsgálatokat megelőzően mindig normalizáltuk a célsejtek számát, hogy azonos mennyiségű 

apoptotikus és nekrotikus sejt legyen jelen a makrofágok mellett a kísérletek során. Ezt 

követően a felülúszót eltávolítottuk a makrofágokról, majd PBS-el lemostuk az esetlegesen 

rajtuk maradó elhalt sejteket. A letapadó sejtek plate-ről való felválasztása tripszinnel (10 

perc, 37ºC), illetve mechanikai úton történt. A méréseket elsősorban áramlási citometriával 

végeztük, azonban néhány kísérletnél transzmissziós elektronmikroszkópia, konfokális 

mikroszkópia és lézer pásztázó citometria segítségével történt a detektálás. Ezen felül a 

fagocitózist követően a makrofágokban bekövetkezett génexpressziós változások 

detektálásához valós idejű kvantitatív PCR (RT-qPCR) technikát alkalmaztunk. A 

génexpressziós vizsgálatokra szánt mintáknál utolsó lépésként az RNS izoláláshoz szükséges 

Trizol (Thermo Fisher Scientific) reagenst adtunk a sejtekhez. 

A kompetíciós kísérletek során különböző fluoreszcens festékkel jelölt apoptotikus 

(CFDA-SE) és nekrotikus (deep red) timociták különböző arányokban (1:1, 1:3, 1:6, 1:9) 

egyszerre voltak együtt inkubálva a makrofágokkal.  

A fagocitózis preferencia megállapításához a makrofágokat először azonosan jelölt 

(CFDA-SE) apoptotikus vagy nekrotikus sejtekkel inkubáltuk 30 percig, majd alapos mosást 

követően másik fluoreszcens festékkel jelölt (deep red) apoptotikus vagy nekrotikus sejteket 

adtunk a mintákhoz különböző kombinációkban. 

A génexpressziós vizsgálatokat Raw 267.4 makrofágokkal végeztük. Az apoptotikus 

és nekrotikus timocitákat (makrofág:timocita, 1:5 arány)  különböző időtartamokig 

(2/4/6/8/12/24 óra) inkubáltuk együtt a makrofágokkal. 
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3.7 Áramlási citometria 

A fagocitózist Becton Dickinson FACSCalibur áramlási citométer segítségével 

mértük. Az egyes minták vizsgálatánál először kikapuztuk a makrofág populációt (timociták 

fagocitózisa esetén ez méret alapján lehetséges (SSC/FSC)), majd ebben a sejtpopulációban 

határoztuk meg az apoptotikus és nekrotikus sejteket felvett makrofágok százalékos arányát a 

kibocsátott fluoreszcens jelük alapján (FL1/FL4 csatornában detektálva). A kapott 

eredményeket a Flowing Software programmal elemeztük. 

3.8 Lézer pásztázó citometria 

A fagocitózis valós idejű követéséhez a BMDM-eket 8 kamrás tenyésztőlemezre 

(IBIDI) helyeztük és Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific) magfestékkel jelöltük. A 

fluoreszcensen jelölt apoptotikus (CFDA‐SE) és nekrotikus (deep red) timocitákat 

közvetlenül a mérés megkezdése előtt adtuk a makrofágokhoz (1:5 makrofág:célsejt 

arányban) és 2 órán keresztül vizsgáltuk a fagocitózist. A mérés során egy IBIDI inkubátor 

segítségével a sejteket állandó körülmények között (37°C, 5% CO2, 90% páratartalom) 

tartottuk. A képeket egy IX‐71 invertált mikroszkóppal (Olympus), majd ezekből a videó fájlt 

az ImageJ szoftver (NIH, Bethesda) segítségével készítettük. 

3.9 Konfokális mikroszkópia 

A fagocitózis valós idejű követéséhez a BMDM-eket 8 kamrás tenyésztőlemezre 

(IBIDI) helyeztük és 5‐(és‐6)‐(((4‐klorometil)benzoil)amino)tetrametilrodamin (CMTMR; 

Thermo Fisher Scientific; 5µM) festékkel jelöltük. A fluoreszcensen jelölt apoptotikus 

(CFDA‐SE) és necrotikus (deep red) timocitákat közvetlenül a mérés megkezdése előtt adtuk 

a makrofágokhoz (1:5 makrofág:célsejt arányban) és 2 órán keresztül vizsgáltuk a 

fagocitózist. A time‐lapse felvételekhez 10 másodpercenként készült egy 140 nm/pixel 

felbontású kép egy LSM510 konfokális lézer pásztázó mikroszkóp (Zeiss) segítségével. A 

számunkra érdekes régiót kivágtuk és 16 képkocka/másodperc sebességgel mutatjuk be, így a 

tömörített videó 160-szor gyorsabb a fagocitózis valós idejénél. 
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3.10 RNS izolálás, reverz transzkripciós PCR és RT-qPCR 

Az apoptotikus és nekrotikus sejtek fagocitózisát követően a Raw 267.4 sejtekből, 

valamint az izomból izolált leukocitákból (CD45
+
 sejtek) Trizol reagens segítségével, a 

gyártó által megadott protokoll alapján totál RNS-t izoláltunk. A kapott RNS koncentrációját 

100 ng/µl-re állítottuk be nukleázmentes vízben oldva.  

A totál RNS cDNS-re történő átírását High Capacity cDNA Reverz Transcription Kit 

(Thermo Fischer Scientific) segítségével, a gyártó által előírt protokollt használva végeztük.  

A valós idejű kvantitatív PCR során, 3 technikai párhuzamost használva, 

génspecifikus (Raw 267.4 sejtek esetén MerTK, TG2, C1qb, MFG-E8, SREBP1, RARα; 

izomból származó leukociták esetén TNFα, IL1, IL6, TGFβ1, Gdf3) TaqMan próbákat 

tartalmazó oligo mixeket (TaqMan Gene Expression Assay, Thermo Fischer Scientific) 

alkalmaztunk. A valós idejű detektálást egy Roche LightCycler LC480 készülék segítségével 

valósítottuk meg. Az adatok kiértékelését összehasonlító CT módszerrel végeztük, 

normalizáló génként gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenázt és β-aktint használtunk. 

3.11 SDS-PAGE és Western blot 

A C57B6 egérből származó kontroll és Nm23-M1/Nme1 csendesített BMDM-ek, 

illetve a kontroll és 4 napos CTX injektált TG2
+/+

 és TG2
-/-

 izomból izolált CD45
+
 sejtek 

jéghideg lízis pufferben (0,5% Triton X-100, 0,5% proteáz gátló koktél) lettek 

homogenizálva. A minták fehérje koncentrációját 2 mg/ml-re higítottuk, majd azonos 

térfogatú Laemmli pufferrel 100 °C-on inkubáltuk 10 percig. Az elektroforézis az Nm23 

fehérje esetében 15 %-os, a Gdf3 esetében 12%-os SDS-poliakrilamid gélen történt, majd az 

elválasztott fehérjéket Bio-Rad félszáraz blottoló készülék segítségével Immobilion-P 

polivinilidén-fluorid membránra (Merck Millipore) juttattuk. 5 %-os zsírszegény tejpor 

oldattal (TTBS-ben oldva) történő blokkolást követően a vizualizációhoz anti-Nm23 

(Abcam) vagy anti-Gdf3 (R&D systems) és az egységes mintafelvitel teszteléséhez anti-β-

Actin vagy anti-LaminB elsődleges, majd peroxidázzal jelölt másodlagos antitesteket 

használtunk. Az Immobilon Western Chemiluminescent HRP szubsztrát (ECL) (Merck 

Millipore) segítségével kiváltott kemilumineszcenciát fotografikus filmen detektáltuk. 
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3.12 Izomsérülés modellezése CTX injekcióval 

Az egerek anesztéziáját 80 mg/kg pentobarbital hasüregbe fecskendezésével végeztük, 

majd ezt követően 50 μl PBS-ben oldott 12 μM kardiotoxint (Latoxan) injektáltunk az 

egrerek TA lábszárizmaiba. Kísérleteinkhez mindig kizárólag a TA izmokat használtuk, hogy 

a vázizmok különböző izomrostösszetétele ne befolyásolja eredményeinket. Az izmokat az 

áramlási citometriás mérésekhez 2, 4 nappal, RT-qPCR-hoz 2, 3, 4 nappal, a hisztológiai 

vizsgálatokhoz 8 nappal a sérülést követően izoláltuk. 

3.13 A regenerálódó izom hisztológiai vizsgálata 

3.13.1 Hematoxilin-eozin festett metszetek készítése 

A TA izmokat izolálást követően rögtön folyékony nitrogénben hűtött izopentánban (-

160°C) lefagyasztottuk, majd a metszésig -80 °C-on tároltuk. Reichert‐Jung 1800 

CRYOCUT kriosztát segítségével az izmokból 6 μm-es szeleteket vágtunk, melyeken 

hematoxilin-eozin (HE) festést végeztünk. A metszetekről EVOSCI digitális invertált 

mikroszkóppal (AMG, Thermo Fisher Scientific) készítettünk képeket. 

3.13.2 A laminin és a sejtmagok immunhisztokémiai festése 

A TA izmokat izolálást követően rögtön folyékony nitrogénben hűtött izopentánban (-

160°C) lefagyasztottuk, majd a metszésig -80 °C-on tároltuk. Reichert‐Jung 1800 

CRYOCUT kriosztát segítségével az izmokból 6 μm-es szeleteket vágtunk. A metszeteket 50 

%-os FBS-el (PBS-ben oldva) blokkoltuk és az immunhisztokémiai festést DyLight 488 

konjugált anti-laminin (invitrogen) antitesttel (1:100) és DAPI sejtmagfestékkel végeztük. A 

detektáláshoz EVOS Floid Cell Imaging Station fluoreszcens mikroszkópot használtunk 

(Thermo Fisher Scientific). 

3.14 Az izomban jelen lévő immunsejtek kvantifikálása áramlási citometriával 

Izolálást követően a TA izmokat feldaraboltuk, 0.2% kollagenáz II (Gibco) tartalmú 

RPMI médiumban 37°C-on 1 órán keresztül tovább emésztettük, majd egy 100 µm-es és egy 

40 µm-es szűrőn átszűrtük. Az izomból származó sejteket egyszerre festettük Alexa Fluor 

647 konjugált anti-Ly6G antitesttel (BioLegend) és Alexa Fluor 488 konjugált anti-F4/80 
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antitesttel (Invitrogen). A fluoreszcencia intenzitást Becton Dickinson FACSCalibur áramlási 

citométerrel mértük. 

3.15 Statisztikai analízis  

A bemutatott adatok legalább 3 (egy esetben 2) egymástól függetlenül elvégzett kísérlet 

eredményeinek átlagát (±SD) mutatják be, melyek statisztikai kiértékelését kétmintás t-

próbával, valamint többszörös összehasonlítás esetén egy- vagy kétutas ANOVA és Tukey 

post-hoc teszttel végeztük. Statisztikai küszöbnek a p<0,05 értéket használtuk. 
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4 EREDMÉNYEK 

4.1 Az apoptotikus és nekrotikus sejtek makrofágok általi felvételének 

összehasonlítása 

4.1.1 Az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvétele egyaránt PS, MerTK, Tim-4, 

integrin β3 és TG2 függő  

A PS kihelyeződése az apoptotikus sejtek felszínére az egyik legfontosabb jel, melyet 

a fagocita sejtek felismernek. Az annexin V PS kötő fehérjével végzett kísérleteink, más 

kutatásokkal összhangban, bizonyították, hogy a PS a hő és H2O2 kezeléssel elölt nekrotikus 

sejteken is megjelenik (9/C, D ábra).  

 

9. ábra: Az apoptotikus és nekrotikus timociták morfológiája és sejtfelszíni PS expressziója 

A felső sorban a transzmissziós elektronmikroszkópiával készült képek (mérettartomány: 2 

μm), alul pedig a PI és annexin V festés áramlási citometriával mért eredménye látható a 

timociták különböző sejthalál indukciós kezeléseit követően. Közvetlenül izolálást követően 

vizsgált, élő kontrollnak tekintett timocitáknál fiziológiás morfológiát és annexin V/PI 

negativitást (A), a 24 órás szérum megvonással létrehozott apoptotikus sejteknél 

kondenzálódott sejtmagokat, valamint a PI festés alapján korai és késői apototikus 

sejtpopulációkat tapasztalhatunk (B). A 20 percig 55 °C-on hőkezelt (C) és a 24 órán 

keresztül 1 mM H2O2-al kezelt (D) primer nekrotikus timocitáknál a sejtek korai puffadását és 

teljes PI pozitivitást látunk. 
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A kizárólag annexin V pozitivitást mutató sejteket apoptotikusnak (9/B ábra), az 

annexin V és PI pozitív sejteket nekrotikusnak (9/C, D ábra), illetve késői apoptotikusnak 

(9/B ábra) tekintettük. Az élő sejtek nem festődnek (9/A ábra). A sejtek morfológiáját 

transzmissziós elektronmikroszkópiával vizsgáltuk. Az apoptotikus sejtek 

megkülönböztetésére használt morfológiai jegyek a kondenzálódott kromatin, a sejt 

zsugorodása és az intakt plazmamembrán (9/B ábra), a nekrotikus sejtek esetében pedig a 

”habos citoplazma”, a sejtek duzzadása és a plazmamembrán sérülései (9/C, D ábra) voltak. 

Hogy megvizsgáljuk a PS szerepét a nekrotikus sejtek makrofágok általi 

eltakarításában először rekombináns annexin V fehérjét használva lefedtük az elhalt timociták 

felszínén lévő PS molekulákat és a timocitákat BMDM-ekhez adva vizsgáltuk a fagocitózis 

hatékonyságát. Kimutattuk, hogy a kezelés hatására mind az apoptotikus, mind a nekrotikus 

sejtek felvétele szignifikánsan csökkent a kezeletlen timociták felvételéhez képest (10/A 

ábra), mely arra utal, hogy a PS-nek az apoptotikus és a nekrózissal elhalt sejtek 

eltakarításában is fontos szerepe van.  
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10. ábra: PS függő mechanizmusok az apoptotikus és primer nekrotikus sejtek felvétele 

során Kontroll vagy rekombináns annexin V-el blokkolt fluoreszcensen jelölt apoptotikus 

vagy nekrotikus timociták BMDM-ek általi fagocitózisa (A). Fluoreszcensen jelölt 

apoptotikus vagy nekrotikus timociták BMDM-ek általi fagocitózisa a makrofágok 24 órás 

TAM kináz inhibítor (B), vagy 1 órás anti-Tim-4 antitest (C), anti-integrin β3 antitest/ RGD 

peptid (D) kezelését követően. TG2 hiányos egérből származó sejtekkel is megvizsgáltuk a 

fagocitózist (E). Az apoptózis és a nekrózis indukciót az anyagok és módszerek fejezetben leírt 

módon végeztük. A fagocitózist minden esetben 60 percig vizsgáltuk 5:1 célsejt:makrofág 

arányt használva. A mérést áramlási citometriával végeztük. Az eredmények három független 

kísérlet átlagát (±SD) mutatják be (*szignifikánsan különbözik a saját kontrolljától kétutas 

ANOVA-val meghatározva, p<0,05). 

Munkacsoportunk korábban már vizsgálta, hogy mely fagocita receptorok fejeződnek 

ki egér BMDM-ekben. A talált integrin αv, β1, β3, β5, MerTK, Tim-4, Stabilin-2, CD14 és a 

CD36 receptorok közül az integrin αvβ3, a CD14 és a CD36 szerepét már bizonyították a 

nekrotikus sejtek fagocitózisa kapcsán is (Bottcher és mtsai, 2006). Kísérleteink során egyéb, 

az apoptotikus sejtfelvételből már ismert, PS függő fagocita receptorok szerepét kívántuk 

meghatározni a nekrotikus sejtfelvétel során. A TAM tirozin kináz receptorok családjába 

tartozó MerTK indirekt módon, különböző hídképző molekulák (Gas6, protein S) 

segítségével képes kötni a PS-t. BMS777607 TAM tirozin kináz receptor inhibítorral kezelt 

BMDM-ek közel 50%-kal csökkent mértékben kebeleztek be mind apoptotikus, mind 

nekrotikus timocitákat (10/B ábra). A Tim-4 direkt PS receptor szerepét anti-Tim-4 

antitestekkel történő blokkolással vizsgáltuk, mely során szintén csökkent apoptotikus és 
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nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk (10/C ábra). Az αvβ3 integrin receptorok szintén indirekt 

módon, az MFG-E8 hídképző fehérjén keresztül képesek felismerni a sejtfelszíni PS-t. Az 

integrin funkciót RGD peptidekkel vagy anti-CD61 antitesttel gátolva szintén csökkent 

fagocitózist tapasztaltunk minden típusú célsejt esetében (10/D ábra). Az általunk használt 

gátlószereket minden esetben a szakirodalomban ajánlott, nem toxikus koncentrációkban 

használtuk és mi sem tapasztaltuk, hogy hatással lennének a makrofágok életképességére. A 

makrofágok fagocitózis képességét a különböző kezelések hatására mindig a megfelelő 

kontroll kezelést kapott (oldószer kontroll vagy antitestek esetében izotípus kontroll) 

makrofágok fagocitózis képességéhez hasonlítottuk. Munkacsoportunk korábban leírta, hogy 

a TG2 szintén szerepet játszik az apoptotikus sejtek eltakarításában, mint az integrin β3 

koreceptora, összekötve azt az MFG-E8 molekulával, így hozzájárul a hatékony 

fagocitózishoz. TG2 hiányos egértörzsből származó BMDM-eket és timocitákat használva 

szintén hasonló mértékben csökkent apoptotikus és nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk a 

vad típusú sejtekkel végzett fagocitózishoz hasonlítva (10/E ábra). Összességében ezek a 

megfigyeléseink arra utalnak, hogy a vizsgált, az apoptotikus sejtek eltakarításából ismert PS 

felismerő receptorok a primer nekrotikus sejtek felvételében is fontos szerepet játszanak. 

4.1.2 Különböző magreceptorok aktivációja növeli az apoptotikus és nekrotikus sejtek 

felvételének hatékonyságát 

 Munkacsoportunk már kimutatta, hogy a bekebelezés során az apoptotikus sejtek 

lipidtartalma a makrofágokban aktiválja az LXR magreceptort, mely ennek hatására felerősíti 

a MerTK és különböző RALDH enzimek kifejeződését. A RALDH-k retinoidok szintézisét 

idézik elő, melyek aztán további fagocita receptorok expressziójának emelkedéséhez 

vezetnek, így eredményezve hatékonyabb apoptotikus sejt eltakarítást (Sarang és mtsai, 

2014). A BMDM-ekben jelen lévő retinoid függő fagocita receptorok közé tartozik a TG2, 

Tim-4 és a stabilin-2. Emellett a GR aktivációja is megemelkedett apoptotikus sejtfelvételhez 

vezet, elsősorban MerTK függő mechanizmusokon keresztül (Sarang és mtsai, 2014; 

Zahuczky és mtsai, 2011). A továbbiakban megvizsgáltuk, hogy a különböző magreceptorok 

aktiválása milyen hatással van az apoptotikus és nekrotikus timociták BMDM-ek általi 

felvételére. A makrofágokat 9CRA RXR agonistával (11/A ábra), ATRA RAR agonistával 

(11/B ábra), GW3965 LXR agonistával (11/C ábra) vagy dexametazon-acetát GR agonistával 

(11/D ábra) kezeltük 24 órán keresztül az apoptotikus és nekrotikus timocitákkal való 

inkubációt megelőzően. Eredményeink azt mutatják, hogy a vizsgált magreceptorok 
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aktivációja hasonlóképpen növelte az apoptotikus és a nekrotikus sejtek felvételét, mely 

alapján úgy tűnik, a nukleáris receptorok által kiváltott fagocitózis növekedés nem 

korlátozódik csupán az apoptotikus sejtek felvételére.  

 

11. ábra: A magreceptorok stimulációja növeli a BMDM-ek általi apoptotikus és 

nekrotikus sejtfelvételt Fluoreszcensen jelölt apoptotikus vagy nekrotikus timociták BMDM-

ek általi fagocitózisa a makrofágok 24 órán át történő RXR agonista 9CRA (A), RAR 

agonista ATRA (B), LXR agonista GW3965 (C) GR agonista dexametazon-acetát (D) 

kezelését követően. Az apoptózis és a nekrózis indukciót az anyagok és módszerek fejezetben 

leírt módon végeztük. A fagocitózist minden esetben 60 percig vizsgáltuk 5:1 célsejt:makrofág 

arányt használva. A mérést áramlási citometriával végeztük. Az eredmények három független 

kísérlet átlagát (±SD) mutatják be (*szignifikánsan különbözik a saját kontrolljától kétmintás 

t-próbával meghatározva, p<0,05). 
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4.1.3 A MerTK, TG2, C1qb, MFG-E8, SREBP1 és RARα magreceptor célgének 

expressziója azonos mértékben megemelkedett Raw 264.7 makrofágokban 

apoptotikus és nekrotikus timociták felvételét követően 

Valós idejű kvantitatív PCR-al meghatároztuk a MerTK, TG2, C1qb, MFG-E8, 

szterolszabályozó elemet kötő fehérje 1 (SREBP1) és RARα LXR és PPAR magreceptor 

célgének expressziós változásait az apoptotikus és hőnekrotikus timociták fagocitózisát és 

feldolgozását követően. Ezekről a génekről tudjuk, hogy apoptotikus sejtfelvételt követően 

megemelkedik az expressziójuk BMDM-ekben, ezáltal segítve az apoptotikus sejtek mielőbbi 

eltakarítását és az immuntolerancia kialakítását (A-Gonzalez és mtsai, 2009; A-Gonzalez és 

Hidalgo, 2014; Kidani és Bensinger, 2012; Mukundan és mtsai, 2009). Kíváncsiak voltunk, 

hogy nekrotikus sejtek felvételét követően is megfigyelhető-e ez a jelenség. Méréseink 

alapján a C1qb opszonizáló molekula (12/C ábra), a MerTK fagocita receptor (12/A ábra) és 

a SREBP1 transzkripciós faktor (12/E ábra), mely képes gátolni az NF-κB általi gyulladásos 

választ, expressziója mind apoptotikus, mind nekrotikus sejtek felvételét követően korai 

emelkedést mutat. Már 2 órával az elhalt sejtek hozzáadását követően megemelkedett 

génexpressziót tapasztaltunk a nem fagocitáló, nyugalmi makrofágokhoz hasonlítva. 

A TG2 (12/B ábra), az MFG-E8 hídképző molekula (12/D ábra), valamint a RARα 

retinsav receptor (12/F ábra), mely újabb, az elhalt sejtek makrofágok általi fagocitózisának 

hatékonyságát serkentő gének expresszióját szabályozza, gének expressziója hasonlóképpen 

megemelkedett mind apoptotikus, mind nekrotikus sejtek felvételét követően. Igazán jelentős 

emelkedést a 24 órás mintákban tapasztaltunk. 
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12. ábra: A MerTK, TG2, C1qb, MFG-E8, SREBP1 és RARα gének expressziója 

apoptotikus és nekrotikus timociták felvételét követően Raw 264.7 makrofágokban A 

fagocitózis idejének függvényében ábrázoltuk a MerTK (A), TG2 (B), C1qb (C), MFG-E8 (D) 

SREBP1 (E) és RARα (F) gének relatív expressziójának változását apoptotikus és nekrotikus 

timocitákat fagocitáló makrofágokban, elhalt sejtekkel nem találkozó, kontroll makrofághoz 

viszonyítva. Az apoptózis és a nekrózis indukciót az anyagok és módszerek fejezetben leírt 

módon végeztük. A fagocitózist minden esetben az ábrán jelölt ideig vizsgáltuk 5:1 

célsejt:makrofág arányt használva. A mérést kvantitatív valós idejű PCR technika 

segítségével végeztük. Az eredmények két független kísérlet átlagát (±SD) mutatják be. 
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4.1.4 Az apoptotikus és nekrotikus timociták azonos hatékonysággal kerülnek 

bekebelezésre és versengenek egymással a BMDM-ek általi felvételért in vitro 

fagocitózis során 

 

Ha ugyanazok a receptorok vesznek részt az apoptotikus és a nekrotikus sejtek 

felvételében, akkor mindkét sejttípus együttes jelenlétekor kompetíciónak kell kialakulnia. 

Hogy ezt a felvetést megvizsgáljuk, rövid távú (30 perc) kompetíciós fagocitózis kísérleteket 

végeztünk. A BMDM-eket eltérő színű fluoreszcens festékkel jelölt különböző arányokban 

(1:0, 1:1, 1:3, 1:6, 1:9) hozzáadott apoptotikus és/vagy nekrotikus timocitákkal együtt 

inkubáltuk. Az 1:0 arányoknál láthatjuk, hogy a hőkezelt primer nekrotikus timociták 

felvétele ugyanolyan hatékony volt, mint az apoptotikus timocitáké (13/A, B ábra). Amikor 

az apoptotikus és nekrotikus timociták együtt voltak jelen a makrofágok környezetében, 

hasonló mértékben csökkentették a másik sejthaláltípussal elhalt sejtek felvételét (13/A, B 

ábra). Ezzel ellentétben az élő timocitákat nem kebelezték be a BMDM-ek és e sejtek 

jelenléte nem csökkentette az elhalt sejtek felvételét sem (13/C, D ábra).  
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13. ábra: Az apoptotikus és nekrotikus timociták versengenek egymással a BMDM-ek általi 

felvételért Vizsgáltuk az apoptotikus sejtek felvételét növekvő mennyiségű nekrotikus sejt 

jelenlétében (A), a nekrotikus sejtek felvételét növekvő mennyiségű apoptotikus sejt 

jelenlétében (B), valamint az apoptotikus (C) és nekrotikus (D) sejtek felvételét növekvő 

mennyiségű élő sejt jelenlétében. A BMDM-ek különböző fluoreszcens festékkel jelölt 

apoptotikus (CFDA-SE), hőkezelt nekrotikus (deep red) és jelöletlen élő timocitákkal voltak 

inkubálva az ábrán jelölt arányokban. A reprezentatív áramlási citometriás mérésből 

származó pontdiagrammokon látható, hogy a mindkét sejttípust felvett makrofágok alacsony 

%-ban vannak jelen (E). Az apoptotikus és nekrotikus sejtek kezdeti száma mindig 1 millió 

volt és csak a másik sejttípus számát növeltük. Az apoptózis és a nekrózis indukciót az 

anyagok és módszerek fejezetben leírt módon végeztük. A fagocitózist minden esetben 30 

percig vizsgáltuk, hogy a fagocitózisbeli különbség a különösen magas célsejtszám mellett is 

detektálható legyen. A mérést áramlási citometriával végeztük. Az eredmények négy független 

kísérlet átlagát (±SD) mutatják be (*szignifikánsan különbözik a kontrolljától kétmintás t-

próbával meghatározva, p<0,05). 
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Az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvételének hatékonyságát Raw 264.7 makrofág 

sejtvonalat használva is megvizsgáltuk. Ebben az esetben is azonos mértékű volt az 

apoptotikus és nekrotikus sejtek fagocitózisa 30/60/90/120 perces inkubációt követően 

egyaránt (14. ábra). 

 

14. ábra: Az apoptotikus és 

nekrotikus timociták felvétele 

azonos hatékonyságú Raw 264.7 

makrofágok által Fluoreszcensen 

jelölt apoptotikus vagy nekrotikus 

timociták Raw 264.7 makrofágok 

általi fagocitózisát 30, 60, 90 és 

120 percig vizsgáltuk 5:1 

célsejt:makrofág arányt használva. 

Az apoptózis és a nekrózis 

indukciót az anyagok és módszerek 

fejezetben leírt módon végeztük. A 

mérés áramlási citometriával 

történt. Az eredmények három független kísérlet átlagát (±SD) mutatják be (az apoptotikus és 

nekrotikus sejtek felvétele között nincs szignifikáns különbség kétmintás t-próbával 

meghatározva, p<0,05). 

4.1.5 A makrofágok használhatják ugyanazt a fagocita portált egy apoptotikus és egy 

nekrotikus sejt bekebelezéséhez 

 A fagocitózis során a fagocita receptorok összegyűlnek, klasztereket képeznek 

a sejtmembrán egyes területein, ezek az ún. fagocita portálok, melyeken keresztül számos 

apoptotikus sejt felvétele megtörténhet egymást követően (Tóth és mtsai, 2009; Niedergang 

és Grinstein, 2018; Nakaya és mtsai, 2008). Érdekes módon az áramlási citometriás mérések 

során észrevettük, hogy viszonylag kis százalékban vannak jelen olyan makrofágok a 

mintákban, melyek mind apoptotikus, mind nekrotikus sejtet felvettek (13/E ábra). Felmerült 

a kialakuló fagocitózis preferencia lehetősége, miszerint egy apoptotikus vagy nekrotikus sejt 

felvétele meghatározhatja a makrofág későbbi preferenciáját. Mindezek alapján 

feltételezhetőnek tűnt, hogy a makrofágok különböző fagocita portált alakítanak ki az 

apoptotikus és a nekrotikus sejtek számára és a már kialakult portál ugyanazt az elhalt 

sejttípust fogja preferálni a továbbiakban. Hogy megvizsgáljuk ezt a lehetőséget, a 

makrofágokat először azonosan jelölt apoptotikus vagy nekrotikus timocitákkal inkubáltuk 30 
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percen keresztül, majd egy alapos mosást követően, további 30 percre másféle fluoreszcens 

jelöléssel ellátott apoptotikus vagy nekrotikus sejteket adtunk különböző kombinációkban az 

előetetett makrofágokhoz. Amikor megvizsgáltuk, hogy az első körben fagocitáló 

makrofágok közül hány % vett fel apoptotikus és nekrotikus sejteket, azt tapasztaltuk, hogy a 

második sejttípus felvétele független volt a korábban bekebelezett célsejttől (15/A ábra). Ez 

azt engedi feltételezni, hogy a kialakult fagocita portálok az apoptotikus és nekrotikus sejtek 

esetében is hasonlóak vagy akár azonosak lehetnek. Érdekes módon az előetetést követően a 

nekrotikus sejtek felvétele valamivel alacsonyabb volt, mint az apoptotikusaké (nem 

szignifikáns a különbség), de ez a csökkent felvétel független volt az előzőleg felvett 

sejtektől. Ezek alapján azt feltételezzük, hogy azért tapasztaltuk kevés egyszerre apoptotikus 

és nekrotikus timocitát is felvett makrofágot (13/E ábra), mert rövidtávú (30 perc) 

fagocitózist vizsgáltunk, mely során valószínűleg a legtöbb makrofág csak egyetlen sejtet 

tudott bekebelezni. 

 

 

 

 

 

 

 



61 

 

 

15. ábra: Az apoptotikus és nekrotikus timociták bekebelezése történhet ugyanazon a 

fagocita portálon keresztül és Rac1 függő A BMDM-eket először CFDA-SE által jelölt 

apoptotikus vagy nekrotikus timocitákkal inkubáltuk 30 percig, majd e sejtek eltávolítását 

követően a fagocitózis azonos mennyiségű, de deep red által festett apoptotikus vagy 

nekrotikus timocitákkal folytatódott további 30 percig. A mérést áramlási citometriával 

végeztük. A diagrammon azon BMDM-ek populációit láthatjuk, melyek mindkét körben 

fagocitáltak sejteket. 100%-nak azokat a makrofágokat tekintettük, melyek kebeleztek be az 

első körben hozzáadott sejtekből (A). Az eredmények három független kísérlet átlagát (±SD) 

mutatják be (nincs szignifikáns különbség egyutas ANOVA-val meghatározva, p<0,05) Az 

apoptotikus (B), hőkezelt nekrotikus (C), vagy mindkét sejttípus (D) együttes fagocitózisát 

bemutató reprezentatív transzmissziós elektronmikroszkópos képek. Mérettartomány: 2 μM. 

Fluoreszcensen jelölt apoptotikus vagy nekrotikus timociták BMDM-ek általi fagocitózisát 

áramlási citometriával vizsgáltuk a makrofágok 24 órán át történő Rac1 inhibítor kezelését 

követően (E). Az eredmények három független kísérlet átlagát (±SD) mutatják be 

(*szignifikánsan különbözik a saját kontrolljától kétutas ANOVA-val meghatározva, p<0,05). 

Az apoptózis és a nekrózis indukciót minden esetben az anyagok és módszerek fejezetben leírt 

módon végeztük. A fagocitózist minden esetben összesen 60 percig, 5:1 célsejt:makrofág 

arányt használva vizsgáltuk. 

 Hogy megvizsgáljuk a BMDM-ek által használt internalizációs mechanizmusokat 

transzmissziós elektronmikroszkópiával végeztünk morfológiai analízist a fagocitózis 



62 

 

közben. Az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvételét külön-külön vizsgálva, a makrofágok 

állábai mindkét esetben szorosan körülölelték a bekebelezésre kerülő részecskét (15/B, C 

ábra), ez az ún. cipzárszerű bekebelezési mechanizmus. Ezen felül, mikor az apoptotikus és 

nekrotikus sejtek egyszerre voltak jelen a makrofágok mellett, megfigyeltük, hogy a 

különböző elhalt sejtek felvétele gyakran történik egymást követően ugyanazon a fagocita 

portálon keresztül. E megfigyeléseinket elektronmikroszkópos felvételekkel (15/D ábra), 

valamint lézer pásztázó citometria és konfokális mikroszkópia segítségével timelapse 

videókkal is igazoltuk (a videók az alábbi linken elérhetők: 

https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/2211-5463.12584), mely szintén azt 

támasztja alá, hogy hasonló/azonos előre kialakult fagocita receptor klaszterek vesznek részt 

az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvételében.  

  Az apoptotikus sejtfelvétel egyik kulcsszereplője a Rac1 kis molekulatömegű 

GTPáz, mely az állábak képződéséhez szükséges aktin újraszerveződét szabályozza és 

számos fagocitózis jelátviteli útvonal által aktiválódik (Poon és mtsai, 2014). A Rac1 gátlása 

az NSC23766 Rac1 inhibitor segítségével csökkentette mind az apoptotikus, mind a 

nekrotikus sejtek felvételét (15/E ábra), tehát valószínűleg nem csak a fagocitózisban részt 

vevő receptorokon, hanem az aktiválódó jelátviteli útvonalakon is osztozik az apoptotikus és 

nekrotikus sejtfelvétel. 

4.2 Az Nme1 NDPK szerepének meghatározása az apoptotikus sejtek 

makrofágok általi felvételében 

4.2.1 Az NM23-M1/Nme1 szerepet játszik az apoptotikus sejtek BMDM-ek általi 

fagocitózisában 

 

Mivel az apoptózis és az apoptotikus sejtek eltakarításának mechanizmusa 

evolúciósan erősen konzervált, így megvizsgáltuk, hogy az NDK-1 szerepére is igaz-e ez. Az 

NDK-1 egér homológja, az NM23-M1/Nme1 szerepét vizsgáltuk BMDM-eken apoptotikus 

sejtek bekebelezése közben. A makrofágokban az Nme1 fehérje szintjét Nm23-M1 specifikus 

siRNS-ek segítségével csökkentettük. Kontrollként nem specifikus siRNS-ekkel és 

transzfekciós reagenssel kezelt makrofágokat használtunk. A Western blot mérések alapján 

megállapíthatjuk, hogy az Nme1 specifikus csendesítés kb. 55 %-os csökkenést 

eredményezett az Nme1 fehérje szintjében (16/A ábra). A csendesítést követően 

https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/2211-5463.12584
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megvizsgáltuk az apoptotikus timociták BMDM-ek általi felvételének hatékonyságát. 1:5 

apoptotikus sejt:makrofág arány mellett fél órás fagocitózist követően az NM23-M1 

specifikus siRNS-el kezelt makrofágok 40%-al csökkent apoptotikus sejt fagocitózist 

mutattak (16/B ábra). Ez arra enged következtetni, hogy az Nme1 fehérje emlősök esetében is 

a férgeknél tapasztaltakhoz hasonlóan részt vesz az elhalt sejtek eltakarításának 

mechanizmusában. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

 

16. ábra: Az Nme1 csendesítése szignifikánsan csökkenti az apoptotikus timociták BMDM-

ek általi felvételét A BMDM-ek random és Nme1 specifikus siRNS-ekkel, Dharmafect 

transzfekciós reagens segítségével történő transzfekciója után (48 óra) egyrészt a sejtekből 

izolált fehérjék elválasztását követően Western blot analízis segítségével meghatároztuk az 

Nme1 fehérje mennyiségét (A), másrészt fluoreszcensen jelölt (deep red) apoptotikus 

timociták hozzáadásával meghatároztuk a makrofágok fagocitózis kapacitását. Az apoptózis 

indukciót az anyagok és módszerek fejezetben leírt módon végeztük. A fagocitózist 30 percig 

5:1 célsejt:makrofág arányt használva vizsgáltuk. A mérést áramlási citometriával végeztük. 

A fagocitózis eredmények öt független kísérlet átlagát (±SD) mutatják be (*szignifikánsan 

különbözik egyutas ANOVA-val meghatározva, p<0,05). A Western blot esetén egy 

reprezentatív kísérlet eredménye látható. 
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4.3 A transzglutamináz 2 szerepének meghatározása a sérülést követő vázizom 

regeneráció során 

A továbbiakban egy még jelenleg is futó, publikálás előtt álló projekt eddigi 

eredményeit fogom bemutatni. 

4.3.1 A TG2 hiányos izomrostok keresztmetszeti területe mind a kontroll, mind a CTX 

injektált izmokban kisebb, mint a vad típusúaké 

 Az izomrostok keresztmetszeti területének (CSA) meghatározásához TG2
+/+

 és TG2
-/-

 

egerekből izoláltunk kontroll (nem történt CTX injekció) és 8 napja regenerálódó sérült 

izmokat (CTX injekciót követően). Az izolált izmokat fagyasztással konzerváltuk és 

szövettani metszeteket készítettünk belőlük, melyeket HE festéssel, vagy laminin 

immunhisztokémiai festéssel és DAPI magfestéssel jelöltük (17/A, B ábra). 
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17. ábra: Vad típusú és TG2 hiányos egérből származó kontroll és CTX injektált izmok 

szövettani metszetei és az izomrostok keresztmetszeti területe Felül TG2
+/+

 és TG2
-/-

 egérből 

származó kontroll (A) és 8 nappal a CTX injekciót követően izolált (B) vázizmok HE festett és 

immunhisztokémiával laminin (zöld), valamint sejtmag (kék) jelölt metszeteiről készült 

reprezentatív képek láthatók. Alatta a laminin festett metszetek alapján az izomrostok méret 

szerinti eloszlása (C, D), átlagos CSA-ja (E, F, G) és a többmagvú izomrostok %-a (H) 

látható. Az eredmények négy független kísérlet átlagát (±SD) mutatják be (*szignifikánsan 

különbözik a vad típusú kontrolljától kétmintás t-próbával meghatározva, p<0,05). 
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 A CSA meghatározását a HE festett metszeteken az ImageJ program segítségével az 

izomrostok manuális kijelölésével végeztük. A laminin festés segítségével már automatizálni 

tudtuk a CSA meghatározását az ImageJ Muscle morphometry nevű bővítményét használva. 

Természetesen ebben az esetben is ellenőriztük az izomrostként definiált objektumokat és a 

hibás eredményeket eltávolítottuk az adatok közül. Minden mintához négy egér TA izmainak 

azonos síkjából származó metszeteket elemeztünk (3 metszet/izom), majd az egerenként 

átlagolt izomrostok CSA-ját átlagoltuk. Az izomrostok méret szerinti eloszlásánál az adott 

mérettartományba eső rostok százalékos értékét átlagoltuk. A kontroll TG2 hiányos 

izmokban az izomrostok átlagos kersztmetszeti területe szignifikánsan kisebb (17/E, G ábra), 

és jóval nagyobb számban fordulnak elő kisebb méretű izomrostok, mint a vad típusú 

izmokban (17/C ábra). A CTX injekciót követően 8 napig regenerálódott izmoknál is 

megfigyelhető, hogy a TG2 hiányos izomrostok CSA-ja kisebb (17/F, G ábra), és szintén 

jelentősebb a kisebb mérettartományba eső izomrostok populációja (17/D). Azonban itt már 

kisebb a különbség, ugyanis a sérülés hatására a vad típusú izmokban újonnan keletkezett 

izomrostok CSA-ja is kisebb. A regenerálódó izmokban kvantifikáltuk a centrális 

sejtmagokat és meghatároztuk a többmagvú izomrostok arányát. A TG2 KO izmokban 

kevesebb többmagvú sejtet detektáltunk, mely a mioblasztok fúziójának nem megfelelő 

működésére utalhat. 

4.3.2 A regenerálódó izomban jelen lévő makrofágok és neutrofilek arányára nincs 

hatással a TG2 hiánya 

A vázizom regenerációt nagyban befolyásolják a lokálisan jelen lévő és időben 

változó arányban megjelenő immunsejtek, elsősorban a neutrofilek és a makrofágok. Ezért 

megvizsgáltuk, hogy a regeneráció során TG2 hiányában változik-e az izomba beáramló 

immunsejtek száma és aránya. A nem injektált vagy fiziológiás sóoldattal injektált kontroll, 

valamint a CTX injekciót követően 2 és 4 nappal izolált kollagenázzal emésztett izomminták 

sejtjein F4/80 (makrofág marker) és Ly6G (neutrofil marker) fluoreszcens antitest jelölést 

végeztünk, melyet áramlási citometriával detektáltunk.  
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18. ábra: Vázizom eredetű 

neutrofilek és makrofágok 

kvantifikálása áramlási 

citometriával A nem injektált 

(A), fiziológiás sóoldattal 

injektált (B), valamint a CTX 

injekciót követő második (C) és 

negyedik (D) napon izolált 

vázizmok sejtjeit fluoreszcensen 

jelölt anti-F4/80 és anti-Ly-6G 

antitestekkel festettük. A 

fluoreszcenciát áramlási 

citometriával mértük. A 2 és 4 

napos regenerálódó izomban 

jelen lévő makrofágok (F4/80
+
 

sejtek) és neutrofilek (Ly6G
+
 

sejtek) arányát százalékban 

ábrázoltuk (E). Az eredmények 

hat független kísérlet átlagát 

(±SD) mutatják be. (A vad 

típusú és a TG2 hiányos minták 

között nincs szignifikáns 

különbség kétmintás t-próbával 

meghatározva, p<0,05) A 

reprezentatív pontdiagramok a 

Flowing Software programban 

készültek. 

  

 

 

 

Az elvárásainknak megfelelően, a kontroll mintákban nem tapasztaltunk számottevő 

neutrofil vagy makrofág populációkat (18/A, B ábra). A CTX injektált izmok esetében a 

regeneráció második napján közel azonos mennyiségben vannak jelen neutrofilek és 

makrofágok (18/C, E ábra). A regeneráció negyedik napjára az irodalmi adatoknak 
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megfelelően (Saclier és mtsai, 2013a) a neutrofil populáció szinte teljesen eltűnik, és nagyobb 

számban vannak jelen makrofágok (18/D, E ábra). A TG2 hiánya nem befolyásolta a 

makrofágok és neutrofilek arányát a regeneráció két vizsgált időpontjában (18/E ábra). 

4.3.3 TG2 hiányában az izomba infiltrálódó leukociták csökkent szinten expresszálják 

a TNFα, IL1, IL6, TGFβ1 citokineket és a Gdf3 növekedési faktort 

Vad típusú és TG2 KO izmokból 2, 3 és 4 nappal a CTX által okozott sérülést 

követően mágneses sejtszeparálással leukocitákat izoláltunk (CD45
+
 sejtek), hogy 

megvizsgáljuk az általuk termelt gyulladási (TNFα, IL1, IL6) és anti-inflammatorikus 

(TGFβ1) citokinek expresszióját, ezáltal képet kapjunk az izomban uralkodó gyulladási 

állapotról. Ezen felül a Gdf3 növekedési faktor expresszióját is vizsgáltuk, mely szükséges az 

újonnan képződött izomrostok fúziójához, így fontos szerepet játszik a vázizom 

regenerációban. 

 

19. ábra: A TNFα, IL1, IL6 és TGFβ1 citokinek, valamint a Gdf3 növekedési faktor 

expressziója regenrálódó izomból származó leukocitákban  A 2, 3 vagy 4 napos TG2
+/+

 és 

TG2
-/-

 regenerálódó izmokból izolált leukocitákban RT-qPCR segítségével mértük a TNFα 

(A), IL1 (B) és IL6 (C) pro-inflammatorikus citokinek, a TGFβ1 (D) anti-inflammatorikus 

citokin és a Gdf3 (E) növekedési faktor mRNS expresszióját. A Gdf3 fehérje szintjének 

meghatározása Western blot segítségével történt (F). Az eredmények hat, a denzitometria 

esetében három független kísérlet átlagát (±SD) mutatják be (*szignifikánsan különbözik a 

vad típusú kontrolljától kétmintás t-próbával meghatározva, p<0,05). A Western blot 

esetében egy reprezentatív kísérlet eredménye látható. 
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A TNFα, IL1 és IL6 gyulladási citokinek szintje a 2 napos regenerálódó izomban 

alacsonyabb, míg a 4 napos regenerálódó izomban magasabb (IL6 esetében nem szignifikáns 

a különbség) volt a TG2
-/-

 leukocitákban (19/A, B, C ábra). Ez alapján arra 

következtethetünk, hogy a szatellita sejtek aktivációjához is elengedhetetlen kezdeti 

gyulladási válasz csökkent, esetleg késleltetett a TG2 hiányos sérült izmokban. A TGFβ1 

anti-inflammatorikus citokin expressziója pedig a regeneráció negyedik napján mutat 

alacsonyabb szintet (19/D ábra), amikor már a gyulladásos fenotípusú makrofágokat normál 

esetben felváltják a ”gyógyító” makrofágok. Lehetséges, hogy a TG2 hiányában ez is 

késleltetve történik meg. A Gdf3 növekedési faktor génexpressziója, minden vizsgát 

időpontban alacsonyabb volt a TG2 KO leukocitákban (19/E ábra). A Gdf3 szintjét 4 napos 

regenerálódó izomban fehérje szinten is megvizsgáltuk SDS-PAGE és Western blot 

segítségével, melyben szintén tapasztaltuk a csökkent expressziót (19/F ábra). A Gdf3 

csökkent szintje magyarázatot adhat a TG2 hiányos izmokban tapasztalt kisebb izomrost 

CSA-ra és a többmagvú izomrostok alacsonyabb számára is, ugyanis, ha a mioblasztok 

fúziója nem működik megfelelően nem tudnak kialakulni az érett, nagyméretű, sokmagvú 

izomrostok.
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5 MEGBESZÉLÉS 

A szakirodalmat olvasva az apoptotikus és nekrotikus sejtek makrofágok általi 

eltakakarításának hatékonyságáról és a felvételüket követően kiváltott immunszabályozó 

funkcióikról ellentmondásos eredményeket találhatunk. Egyes kutatások szerint az 

apoptotikus sejtek felvétele hatékonyabb és gyorsabb, mint a nekrotikusaké és nekrotikus 

sejtek jelenlétében a makrofágok az apoptotikus sejtek felvételét részesítik előnyben 

(Brouckaert és mtsai, 2004), míg mások a nekrotikus sejtek gyors és az apoptotikus 

sejtekéhez hasonlóan hatékony felvételéről számolnak be (Hirt és Leist, 2003; Cocco és 

Ucker, 2001). Bár már tudjuk, hogy ugyan nem aktív módon, de a nekrotikus sejtek felszínén 

is megjelenik az apoptotikus sejtek felismerésénél ”egyél meg” jelként azonosított PS 

molekula, egyes kutatások szerint az apoptotikus és a nekrotikus sejtek makrofágok általi 

felismerése nem azonos módon, a PS megjelenésétől függetlenül történik (Cocco és Ucker, 

2001). Mások eredményei szerint azonban az apoptotikus sejtekhez hasonlóan a nekrotikus 

sejtek felvétele is PS függő mechanizmusokkal megy végbe (Brouckaert és mtsai, 2004; Hirt 

és Leist, 2003). Kutatásaink során különböző PS receptorok szerepét vizsgáltuk apoptotikus 

és primer nekrotikus timociták BMDM-ek általi fagocitózisa során és megállapítottuk, hogy 

kísérleti rendszerünkben az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvétele azonos hatékonysággal 

történik és egyaránt PS függő, melyben szerepet játszanak a MerTK, Tim-4 és integrin β3 

direkt vagy indirekt PS receptorok és az integrin koreceptorként funkcionáló TG2. 

 Míg az apoptotikus sejtek számos anti-inflammatorikus molekulát bocsátanak ki 

magukból (pl. TGFβ, IL10, TSP-1, LPC), a nekrotikus sejtekről tudjuk, hogy a hirtelen 

sejtkárosodás eredményeképp gyulladáskeltő hatású anyagok szabadulnak fel belőlük (pl. 

nem fragmentálódott genomi DNS). Az apoptotikus sejtek az őket bekebelező 

makrofágokban is anti-inflammatorikus folyamatokat indítanak el, melyhez a PS felismerése 

(Huynh és mtsai, 2002) és bizonyos PS receptorokon (pl. MerTK) elinduló jelátviteli 

útvonalak is hozzájárulnak (Tibrewal és mtsai, 2008). A nekrotikus sejtek bekebelezését 

követően a makrofágokban bekövetkező gyulladási hatásokról is megoszlanak a vélemények. 

Egyes tanulmányok szerint a nekrotikus sejtek felvétele gyulladási választ generál a 

makrofágokban (Cocco és Ucker, 2001), míg mások szerint a nekrotikus sejtek felvétele 

szintén immunológiailag csendes folyamatnak tekinthető (Brouckaert és mtsai, 2004; Hirt 

és Leist, 2003). Mivel a nekrotikus sejtek felvételében is szerepet játszik a PS és receptorai, 

így feltételezhetjük, hogy a makrofágokban az apoptotikus sejtek bekebelezését követően 

kiváltott hatásaik ebben az esetben is érvényesülnek, így bár a nekrotikus sejtek magukban 

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
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=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
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=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
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pro-inflammatorikus folyamatokat indítanak el, a makrofágok általi bekebelezésük segítheti 

az immuntolerancia kialakulását. Ugyanakkor elképzelhető, hogy eddig még nem azonositott 

receptorokon keresztül gyulladást fokozó jelátviteli utak is aktiválódnak. 

A bekebelezett és megemésztett apoptotikus sejtek lipid tartalma is hozzájárul az anti-

inflammatorikus hatásokhoz és az elhalt sejtek minél gyorsabb eltakarításához a makrofágok 

magreceptoraira hatva (Sarang és mtsai, 2014; Zahuczky és mtsai, 2011). Kísérleteink során a 

BMDM-ek különböző magreceptorainak aktiválását követően hasonlóképpen megnövekedett 

apoptotikus és nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk, mely alapján úgy tűnik, a nukleáris 

receptorok által kiváltott fagocitózis növekedés nem korlátozódik csupán az apoptotikus 

sejtek felvételére.  

Az aktivált magreceptorok hatására többek között különböző, a fagocitózisban részt 

vevő receptorok, opszonizáló és hídképző molekulák génjei aktiválódnak (Rébé és mtsai, 

2009; Sarang és mtsai, 2014). Apoptotikus és nekrotikus timocitákat 24 órán keresztül 

fagocitáló Raw 264.7 makrofágokkal végzett valós idejű kvantitatív PCR méréseink alapján 

elmondhatjuk, hogy a megvizsgált néhány, az apoptotikus sejtek felvételét követően a 

makrofágokban aktiválódó magreceptor célgén (MerTK, TG2, C1qb, MFG-E8, SREBP1 és 

RARα) expressziója nekrotikus sejtek felvételét követően is hasonló mértékben 

megemelkedett. Ebből arra következtethetünk, hogy a nekrotikus sejtek bekebelezése az 

apoptotikusakéhoz hasonlóan serkenti a makrofágok fagocitáló képességét, így gyorsítja az 

elhalt sejtek eltakarítását. 

Ha az apoptotikus és a nekrotikus sejtek felvétele azonos mechanizmussal történik, 

akkor feltételezhetjük, hogy mindkét sejttípus együttes jelenlétében kompetíció alakul ki. 

Ennek megfelelően kompetíciós fagocitózis kísérleteink során, mikor az apoptotikus és 

nekrotikus timocitákat különböző arányokban együtt adtuk a BMDM-ekhez, valóban azt 

tapasztaltuk, hogy a különféleképpen elhalt timociták versengenek egymással a makrofágok 

általi felvételért. 

Egyes korábbi tanulmányok szerint, melyek során korai apoptotikus és nekrotikus 

L929 fibroblasztok bekebelezésének ultrastruktúrális morfológiáját vizsgálták, a makrofágok 

különböző internalizációs mechanizmust használnak az apoptotikus és a nekrotikus sejtek 

felvételéhez (Krysko és mtsai, 2003; Krysko és mtsai, 2006). Az L929 sejtek apró 

apoptotikus testeket formálnak, melyek szorosan záródó fagoszómákkal kerültek felvételre, 

míg a nagyméretű nekrotikus sejteket kisebb részletekben, a folyadék fázissal együtt, egy ún. 

makropinocitózis-szerű mechanizmussal vették fel a makrofágok. Az álláb képződés és a 

bekebelezés morfológiáját a saját kísérleti rendszerünkben transzmissziós 



73 

 

elektronmikroszkópia segítségével megvizsgálva nem tapasztaltunk makropinocitózisra 

emlékeztető képleteket. Mind az apoptotikus, mind a nekrotikus timociták bekebelezésénél 

szorosan záródó fagoszómákat láttunk. Ezt az ellentmondást a célsejtek méretének 

összehasonlítása oldhatja fel. A mi kísérleti rendszerünkben használt timociták kisebb 

méretűek, mint az L929 sejtek, így ebben az esetben a makrofágok hasonló fagoszómák és 

állábképződés segítségével távolíthatják el a kisméretű, különbözőképpen elhalt timocitákat. 

Mikor a különböző elhalt sejtek egyszerre voltak jelen a makrofágok mellett, 

elektronmikroszkópos felvételeken, valamint konfokális mikroszkópia segítségével készített 

timelapse videókon is megfigyeltük, hogy az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvétele 

gyakran történik ugyanazon a fagocita portálon keresztül, egymást követően. Ez arra enged 

következtetni, hogy hasonló/azonos előre kialakult fagocita receptor klaszterek vesznek részt 

az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvételében. Ezt támasztotta alá az is, hogy az 

apoptotikus vagy nekrotikus sejtekkel előetetett makrofágoknál sem tapasztaltunk későbbi 

fagocitózis preferenciát, azaz a különbözőképpen elhalt sejtek felvétele független volt az 

előzőleg felvett sejttípustól. 

Mindezek arra engednek következtetni, hogy a primer nekrotikus sejtek makrofágok 

általi felvétele morfológiailag megegyezik az apoptotikus sejtfelvétellel és mindkét 

folyamatban szerepet játszanak az elhalt sejtek részéről a PS, a makrofágok részéről pedig a 

Tim-4, MerTK, integrin αvβ3, TG2 és Rac1 molekulák. A GR, RAR és LXR magreceptorok 

aktivációja a makrofágokban mind az apoptotikus, mind a nekrotikus sejtfelvételt fokozza 

(20. ábra). Ennek jelentősége lehet pl. az apoptotikus sejtfelvételt célzó klinikai terápiák 

során, melyek ezáltal javíthatják a nekrotikus sejtek eltakarítását is, így hozzájárulva a 

kezelés sikerességéhez. 
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20. ábra: Az apoptotikus és nekrotikus sejtfelvétel közös mechanizmusai Az apoptotikus és 

nekrotikus sejtek felvétele történhet ugyanazon a foagocita portálon keresztül, ugyanis a 

makrofágok bizonyos sejtfelszíni PS receptorai részt vesznek mindkét sejttípus felvételében. A 

bekebelezett apoptotikus és nekrotikus sejtek hatására is aktiválódnak a makrofágok lipid 

érzékelő magreceptorai, melyek végül közvetlenül, vagy retinoidok által közvetítetten 

serkentik bizonyos, a fagocitózishoz szükséges, vagy anti-inflammatorikus molekulák 

expresszióját, így hozzájárulnak az elhalt sejtek mielőbbi eltakarításához és az 

immuntolerancia kialakulásához. Az ábra a biorender program segítségével készült. 

 

Az elhalt sejtek felismerésének hatására a fagocitákban aktiválódó, a bekebelezést 

elindító evolúciósan konzervált jelátviteli útvonalak hatására többek között aktiválódnak a 

Rac1 (Park and Kim, 2017) és a dinamin (Yu és mtsai, 2006) GTPázok, melyek lehetővé 

teszik a citoszkeletális átrendeződést, így a bekebelezéshez szükséges állábak képződését. A 

Rac1 gátolt makrofágokkal végzett fagocitózis kísérleteink során azonos mértékben csökkent 

apoptotikus és nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk, tehát valószínűleg a fagocitózisban részt 

vevő receptorokon felül az aktiválódó jelátviteli útvonalakon is osztozik az apoptotikus és 

nekrotikus sejtfelvétel. 

A dinamin megfelelő működéséhez szükséges GTP-vel való ellátását az NDPK-k 

végzik (Boissan és mtsai, 2014). C. elegans fonálféregben a DYN-1 és az NDK-1 

bizonyítottan fizikai interakcióban vannak az apoptotikus sejtek bekebelezése során kialakuló 
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fagoszómák felszínén (Fancsalszky és mtsai, 2014). Ez az interakció nem csak a bekebelezés 

kezdeti fázisánál, hanem a fagoszóma érésénél is megfigyelhető, az NDK-1 a DYN-1-el 

azonos időben van jelen a folyamat során. Humán monocita eredetű makrofágok esetében is 

megfigyelhető volt a dinamin és az Nme1 kolokalizációja a fagocita portálban, valamint 

Nme1 hiányos hMDM-eknél csökkent fagocitózis figyelhető meg. Rágcsáló modellben is 

megvizsgáltuk, hogy az Nme1 NDPK hogyan járul hozzá az apoptotikus sejtek 

eltakarításához. Nme1 csendesített egér BMDM-ek esetében is csökkent apoptotikus sejt 

fagocitózist tapasztaltunk. Ezek alapján feltételezhető, hogy a dinamin és az Nme1 

fagocitózist támogató kooperációja evolúciósan konzervált és szükséges a sikeres fagocitózis 

lezajlásához.  

A TG2 keresztkötő funkciójának és széleskörű interakciós képességének 

köszönhetően több szinten is segíti a sebgyógyulási és szövetregenerálódási folyamatokat. 

Hozzájárul az ECM stabilizációjához és újraszerveződéséhez (Aeschlimann és Thommazy, 

2000), részt vesz különböző sejt-mátrix kölcsönhatásokban (Balklava és mtsai, 2002; Belkin 

és mtsai, 2001), anti-inflammatorikus molekulaként szerepet játszik az apoptózis program 

lezajlásában (Fésüs és Szondy, 2005; Piredda és mtsai, 1997; Nishiura és mtsai, 1998; Sarang 

és mtsai, 2007) és makrofágokban integrin β3 koreceptorként működve az apoptotikus sejtek 

eltakarításában is közreműködik (Akimov és Belkin, 2001; Szondy és mtsai, 2003; Tóth és 

mtsai, 2009). Annak ellenére, hogy sokat tudunk a TG2 funkcióiról a szövetregeneráció 

során, a vázizom regenerációban betöltött szerepe még nem tisztázott. 

A TG2 gátlása in vitro gátolja a csirke embrióból származó mioblasztok fúzióját, mely 

a TG2 szerepére utal az embrionális vázizom fejlődés során (Bersten és mtsai, 1983). 

Születés után a TG2 normál esetben nem, vagy csak igen alacsony szinten expresszálódik a 

vázizomban, azonban idiopátiás gyulladásos miopátiáknál (Choi és mtsai, 2004), valamint a 

regenerációban fontos szerepet játszó neutrofilekben és makrofágokban kifejeződik 

(Nurminskaya és Belkin, 2012). Mindezek alapján TG2 hiányos egereket használva célul 

tűztük ki megvizsgálni a TG2 szerepét CTX okozta vázizom sérülés utáni regenerációban. 

A sérülést követő napokban következtethetünk a vázizom regeneráció hatékonyságára 

az izomrostok méretéből. Laminin immunhisztokémiai festés alapján a TG2 hiányos 

egerekből származó kontroll és CTX injekciót követően 8 napja regenerálódó izomrostok 

keresztmetszeti átmérője kisebb, mint a vad típusúaké. Ezen kívül a TG2 KO regenerálódó 

izomrostoknál a centrális sejtmagokat kvantifikálva kevesebb többmagvú sejtet detektáltunk, 

mely abnormális mioblaszt fúzióra utalhat. 
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A regeneráció kezdeti fázisában az izomba beáramló neutrofilek és gyulladási 

makrofágok, valamint a pár nappal később megjelenő ”gyógyító” makrofágok számában nem 

tapasztaltunk különbséget a TG2 hiányos és vad típusú egerekben. Ha a jelen lévő 

immunsejtek számában nincs is különbség, az általuk termelt, a regenerációt nagyban 

befolyásoló molekulák mennyiségéről ez már nem mondható el. Kvantitatív valós idejű PCR 

segítségével megállapítottuk, hogy a regeneráció kezdeti szakaszában a TG2 hiányos 

izomban jelen lévő leukociták kevésbé expresszálják a szatellita sejtek aktivációjához is 

elengedhetetlen (Perdiguero és mtsai, 2011) gyulladási citokineket (TNFα, IL1, IL6). Ezen 

felül, a regeneráció későbbi szakaszában, mikor már a neutrofilek eltűnnek a színről és a 

”gyógyító” makrofágok dominálnak, a TG2 hiányos izomban csökkent az anti-

inflammatorikus TGFβ1, ugyanakkor megnövekedett a gyulladásos IL1 és TNFα citokinek 

expressziója. Ezek alapján úgy tűnik, hogy a TG2 hiányában az izomregeneráció során 

lezajló gyulladási válasz csökkenten, vagy kissé késleltetve jelenik meg (21. ábra).  

 A Gdf3 növekedési faktort izomregeneráció során PPARγ által szabályozott módon a 

”gyógyító” makrofágok termelik, mely a miogenikus sejtek fúzióját támogatja, így szükséges 

a sokmagvú izomrostok kialakulásához (Varga és mtsai, 2016b). A Gdf3 szintje a TG2 KO 

regenerálódó izmokból származó leukocitákban csökkent, melyet mind mRNS, mind fehérje 

szinten kimutattunk. Ebből tehát arra következtethetünk, hogy a TG2 akár a Gdf3 fehérje 

szintjének befolyásolásán keresztül is szerepet játszhat a mioblasztok fúziójában (21. ábra). 
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21. ábra: A TG2 szerepe a vázizom regenerációban TG2 hiányában a vázizomba infiltrálódó 

leukociták csökkent gyulladási citokin termelést mutatnak a regeneráció kezdeti fázisában, 

mely befolyásolhatja a szatellita sejtek aktiválódását. A regeneráció későbbi fázisában TG2 

hiányában a makrofágok által termelt, a mioblasztok fúziójához szükséges növekedési faktor, 

a Gdf3 expressziója is csökkent, mely csökkent izomrost méretet eredményezhet. Az ábra 

(Varga és mtsai, 2016b) alapján lett módosítva. 

 A PS nem csak az apoptotikus sejtek bekebelezésénél játszik fontos szerepet, hanem 

bizonyos sejt-sejt fúziós folyamatokban is, beleértve a mioblasztok fúzióját. A PS a vázizom 

fejlődés során jelen van az élő mioblasztok felszínén és a miogén differenciáció során a sejtek 

kölcsönható régióiban fejeződik ki (van den Eijnde és mtsai, 2001). A PS bokkolása gátolja a 

miotubulusok kialakulását a mioblaszt fúzió gátlásán keresztül (Jeong és Conboy, 2011). 

Egyes PS receptorok is részt vehetnek a mioblaszt fúzióban, ugyanis a PS receptorok által 

aktivált jelátviteli útvonalak a Rac1 GTPázt aktiválják, mely szükséges a mioblaszt fúzió 

során végbemenő citoszkeletális átrendeződésekhez is (Laurin és mtsai, 2008). A Bai1 és 

Stabilin 2 direkt PS receptorok aktivációja a mioblasztok felszínén lévő PS által szükséges a 

mioblasztok fúziójához, így hiányukban nem megfelelő izomfejlődés és csökkent sérülés 

utáni regeneráció tapasztalható (Hochreiter-Hufford és mtsai, 2013; Park és mtsai, 2016).  Az 

embrionális vázizom fejlődés és a sérülést követő izomregeneráció során nagyon hasonló 
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folyamatok zajlanak le, így nem meglepő, hogy a PS, a Bai1 és a Stabilin 2 szerepe is 

mindkét folyamat során bizonyítást nyert.  A TG2 szintén részt vehet a mioblaszt fúzióban 

azáltal, hogy szerepet játszik a PS felismerésében az integrin β3 és MFG-E8 molekulákkal 

együttműködve, így aktiválva a Rac1 általi citoszkeletális átrendeződést.  

 Ezen felül a TG2 más módon is köthető az izomnövekedéshez. Nemrégiben C2C12 

mioblaszt sejtvonalon kimutatták, hogy tisztított tejzsír globulus membrán (MFGM) fehérje 

frakció hatására, mely 82%-ban MFG-E8-at tartalmaz, az mTOR útvonalon keresztül hatva 

megnő a sejtek proliferációja (Li és mtsai, 2018). Az MFGM rendszeres fogyasztása 

táplálékkiegészítőként egészséges felnőtteknél javítja a vázizom fizikai teljesítményét, 

beleértve az izomrostok keresztmetszeti területének és vezetési sebességének növekedését 

(Ota és mtsai, 2015; Minegishi és mtsai, 2016). Időközben a szekretálódott TG2-ről is 

kiderült, hogy a G fehérjéhez kapcsolt receptor 56-hoz (GPR56) kapcsolódva, szintén az 

mTOR kináz komplex aktiválódásán keresztül, serkenti a C2C12 mioblasztok fehérje 

szintézisét, ezáltal növekedését (Kitakaze és mtsai, 2019). 

A TG2 tehát egyrészt szerepet játszhat a mioblasztok fúziójában, mely mind az 

embrionális vázizom fejlődés, mind a sérülést követő izomregeneráció során magyarázatot 

adna a tapasztalt csökkent izomrost méretre a kontroll és a regenerálódó TG2 KO izmokban. 

Azonban a szekretálódott TG2 ezen kívül akár az MFG-E8-on, vagy a GPR56-on keresztül is 

serkentheti az mTOR jelátviteli útvonalat, ezáltal az izomrostok növekedését. Hogy a TG2 

szerepét pontosítsuk, a továbbiakban C2C12 mioblaszt sejtvonalon szeretnénk megvizsgálni a 

TG2 gátlás/csendesítés hatását a sejtek fúziójára, valamint az mTOR útvonal aktivációjára. 
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6 ÖSSZEFOGLALÁS 

Az immunrendszer professzionális fagocita sejtjeinek egyik fő feladata a 

szervezetünkben nap mint nap keletkező elhalt sejtek eltakarítása. Az apoptotikus sejtek 

felvételével ellentétben a nekrotikus sejttörmelék eltakarításáról viszonylag keveset tudunk, 

pedig ezek a különböző sejthalál típusok gyakran együtt jelennek meg patológiás 

helyzetekben. Kísérleteink során hő és H2O2 által elölt nekrotikus és szérum éheztetett 

apoptotikus timociták egér BMDM-ek általi felvételét vizsgáltuk in vitro. Eredményeink 

alapján a makrofágok azonos hatékonysággal képesek eltakarítani az apoptotikus és 

nekrotikus sejteket, valamint a két sejttípus verseng a makrofágok általi felvételért. A 

különféleképpen elhalt sejtek makrofágok általi felvétele hasonló morfológiájú 

mechanizmussal és legalább részben azonos fagocita receptorok közreműködésével (MerTK, 

Tim-4, integrin β3, TG2), PS függő módon, akár ugyanazon a fagocita portálon keresztül is 

történhet. Az apoptotikus sejtek által kiváltott gyulladáscsökkentő hatás részben a 

bekebelezést követően a makrofágok lipid érzékelő receptorainak aktiválásán keresztül 

történik, mely hatására megnő a makrofágok fagocitáló képessége és anti-inflammatorikus 

citokin termelése. Kimutattuk, hogy a makrofágok különböző magreceptorainak stimulációja 

az apoptotikusakéhoz hasonlóan serkentette a nekrotikus sejtek felvételét is, valamint, hogy 

különböző magreceptor célgének (MerTK, TG2, C1qb, MFG-E8, SREBP1, RARα) 

expressziója hasonlóképpen megnövekedett apoptotikus és nekrotikus sejtek bekebelezését 

követően. Összességében elmondhatjuk, hogy az apoptotikus és nekrotikus sejtek eltakarítása 

azonos mechanizmussal zajlik. 

Az elhalt sejtek felismerésének hatására a fagocitákban aktiválódó, evolúciósan 

konzervált jelátviteli útvonalak hatására többek között aktiválódik a dinamin GTPáz, mely 

hozzájárul a bekebelezéshez szükséges citoszkeletális átrendeződésekhez. A dinamin 

megfelelő működéséhez szükséges GTP-vel való ellátását az NDPK-k végzik. A dinamin és 

különböző NDPK-k kapcsolatát különböző membrán átrendeződési folyamatokban már több 

fajban is kimutatták. Mi egér modellben vizsgáltuk, hogy az Nme1 NDPK hogyan járul hozzá 

az apoptotikus sejtek eltakarításához. Nme1 csendesített makrofágok esetében csökkent 

apoptotikus sejt fagocitózist tapasztaltunk. Ezek alapján feltételezhető, hogy a dinamin és az 

Nme1 fagocitózist támogató kooperációja evolúciósan konzervált és szükséges a sikeres 

fagocitózis lezajlásához. 
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A TG2-nek többek között szerepe van az apoptózisban, és mint MFG-E8 kötő integrin 

koreceptor az elhalt sejtek PS függő fagocitózisában is. Ezen felül a TG2 a sebgyógyulási 

folyamatok és a szöveti fibrózis szabályozásában is részt vesz. Hogy megvizsgáljuk a TG2 

vázizom regenerációban betöltött szerepét kísérleteink során CTX által okozott sérülést 

követően vizsgáltuk vad típusú és TG2 hiányos egerek TA lábszárizmait. A kontroll és 

regenerálódó izomrostok keresztmetszeti területének meghatározása alapján a TG2 hiánya a 

vázizom fejlődés és a regeneráció hatékonyságát is csökkenti. A TG2 KO izmokban 

tapasztalt kevesebb többmagvú izomrost jelenléte a mioblasztok fúziójának nem megfelelő 

működésére utalhat. Bár az izomban a gyulladás hatására megjelenő makrofágok és 

neutrofilek száma nem különbözött jelentős mértékben, a regeneráció kezdeti szakaszában 

TNFα, IL1β és IL6 gyulladási citokinek, későbbi szakaszában a TGFβ1 anti-inflammatorikus 

citokin és az összes mért időpontban a Gdf3 növekedési faktor génexpressziója 

szignifikánsan alacsonyabb volt a TG2 hiányos leukocitákban. Ezek alapján arra 

következtethetünk, hogy a regeneráció során lezajló kezdeti gyulladási fázis, mely szükséges 

a szatellita sejtek aktivációjához, a TG2 hiányában csökkent, esetleg késleltetve jelenik meg. 

Ezen felül az M2 vagy ún. ”gyógyító” makrofágok anti-inflammatorikus citokin termelése is 

csökkentnek tűnik a TG2 KO regenerálódó izomban. A Gdf3 növekedési faktor 

izomregeneráció során a miogenikus sejtek fúzióját támogatja, így szükséges a sokmagvú 

izomrostok kialakulásához. Ezek alapján a TG2 a Gdf3 fehérje szintjének befolyásolásán 

keresztül is szerepet játszhat a mioblasztok fúziójában, valamint egyes PS receptorokhoz 

hasonlóan (Stabilin 2, Bai1), olyan jelátviteli útvonalakat aktiválhat, melyek a mioblaszt 

fúzió során végbemenő citoszkeletális átrendeződésekhez is szükséges Rac1 GTPázt 

aktiválják. A szekretálódott TG2 ezen kívül akár az MFG-E8-on, vagy a GPR56-on keresztül 

is serkentheti az mTOR jelátviteli útvonalat, ezáltal az izomrostok növekedését. 
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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 H2O2-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 β3, 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, 

C1qb, MFG-E8, SREBP1, RARα) 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, Nme1 

in apoptotic cell clearance. The phagocytosis of apoptotic thymocytes was decreased in 

Nme1 silenced macrophages. Based on these data we can conclude that the phagocytosis 

promoting cooperation of dynamin and Nme1 is evolutionally conserved and required for the 

proper phagocytosis. 

TG2 was shown to play a role both in apoptotic cell death and, as an MFGE8 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 TNFα, IL1β and IL6 pro-inflammatory cytokines 2 days post 

injury, the gene expression of TGFβ1 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, Bai1) by 

activating signaling pathways leading to the activation of Rac1 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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