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1 BEVEZETES

11 A sejthalal tipusai

Szervezetiinkben milliényi sejt hal el és termelédik Gjra nap mint nap. A feleslegessé
valt, eloregedett, vagy meghibasodott sejtek altalaban programozott mdédon pusztulnak el. A
programozott sejthalal egyik tipusa az apoptozis, mely sordn a sejt megszakitja a kapcsolatot a
kornyez6 sejtekkel és az extracellularis matrixal (ECM), Osszezsugorodik, a kromatinallomanya
kondenzalodik és feldarabolddik, de mindekézben megmarad a plazmamembran integritasa.

A szabalyozott sejthalal energiaigényes folyamat. Amennyiben egy sejtet olyan erds
sejtkarosito hatas ér, mely hatasara mar nem képes aktivalni az aktiv sejthalal folyamatokat, akkor
programozatlan, patologias uton hal el, melyet nekrozisnak neveziink. Ilyen hatasok lehetnek fizikai
(pl. magas nyomas, szélsGséges homérsékleti vagy ozmotikus hatasok), kémiai (pl. extrém pH
valtozasok), vagy mechanikai (pl. nyirder6k) tényezék. Az apoptozissal ellentétben a nekrotikus
sejtek nem képesek megtartani membran integritasukat, igy felpuffadnak, intracellularis tartalmuk
elkezd kiszivarogni az Oket koriilvevd szoveti kornyezetbe, ahol autoantigénként hatva lokalis
gyulladast idéz eld. Az apoptozishoz hasonloan itt is megjelenik a sejtmembran kiilsé oldalan a
foszfatidilszerin (PS) molekula.

Ha az apoptotikus sejtek eltakaritasa a szovetbol nem térténik megfelelden, ezek a sejtek
is elveszithetik membran integritdsukat, igy masodlagos (szekunder) nekrotikus, mas néven késoi
apoptotikus sejtekké valnak. A felhalmozodd masodlagosan nekrotikus sejtek lokalis gyulladast
idéznek el6, mely hosszi tdvon autoimmun betegségek kialakulasahoz vezethet. Az elhalt sejtek
eliminacids zavaraval Osszefiiggésbe hozhatdé human megbetegedések kozé tartoznak pl. a

szisztémas lupus erythematosus (SLE) és a reumatoid artritisz.
12 Az elhalt sejtek fagocitézisanak mechanizmusa

A legtobb szovetben szervezetiink professzionalis fagocita sejtjei koziil elsésorban a
makrofagok feleldsek az elhalt, vagy feleslegessé valt sejtek eltakaritasaért. A sejtek folyamatosan
tajékoztatjak kornyezetiiket sajat allapotukrol kiilonbozé sejtfelszini molekuldk kifejezésével. Az
egészséges sejtek “ne egyél meg” (Don’t eat me) szignalokat fejeznek ki, mig az eliminaciora
szoruld (pl. apoptozissal elhalt) sejteken megfigyelhetjiik a “ne egyél meg” jelek eltiinését, valamint
“talalj meg” (Find me) és “egyél meg” (Eat me) szignalok megjelenését, melyek segitik a fagocita
internalizacidjat. A makrofag receptorok széles repertoarja teszi lehetévé az apoptotikus sejtek

felismerését, megragadasat és bekebelezését. Az elhalt sejtek fagocitdzisanak teljes mechanizmusa
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az alabbi négy 1épésre bonthatd: a fagocitak migracidja az elhalt sejtek irdnyaba, az elhalt sejtek

felismerése, internalizacidja és a bekebelezést koveté immunmodulacio.

A fagocitak migraciéja az elhalt sejtek iranyaba

Az elhalt sejtek hatékony eltakaritdsanak érdekében elsd 1épésként az apoptotikus sejtek
kiilonboz6 szolubilis molekulakat bocsatanak ki, melyek kemoattraktansként hatva odavonzzak a
makrofagokat magukhoz. Ilyen un. ’talalj meg” jelek a nukleotidok (ATP, UTP), lizofoszfatidilkolin
(LPC), fraktalkin (CX3CL1), és a szfingozin-1-foszfat (S1P), melyek kaszpaz fiiggé modon
szabadulnak fel az apoptotikus sejtekbdl. Ezeket a szignalokat a makrofigok a kemokin
receptoraikkal (pl. SIPR, G2A) érzékelik.

Az elhalt sejtek felismerése

Miutan a fagocitak odavandoroltak a sejthalal helyére a célsejtek azonositasa az “egyél
meg” jeleken keresztiil torténik. Ezek olyan, a sejtfelszinen végbemend valtozasokat foglalnak
magukba, mint a glikolizacidés mintazat és adhézios molekulak epitopjainak megvaltozasa, illetve a
normal esetben a sejtmembran belsé felszinén jelen 1év6 PS vagy az endoplazmatikus retikulum
membranbol szarmazo kalretikulin externalizacidja. Fontos kiemelni, hogy a fagocitdzis
folyamatanak beindulasahoz nem csak a kiiszobértéket meghaladd mennyiségben jelen 1évé “egyél
meg” jelek jelenléte, hanem az egészséges sejteken megtalalhatd “ne egyél meg” jelek modosulasa
vagy eltiinése is sziilkséges. Szamos fagocita receptor a PS-t ismeri fel, mint az elhalt sejtek legfébb
sejtfelszini “egyél meg” jelét. Tobbek kozott ide tartoznak a direkt PS receptorok, mint pl. a T-sejt
immunglobulin mucin receptor 4 (Tim-4), stabilin-2, és az agy-specifikus angiogenezis inhibitor 1
(Bail). Ezen kiviil léteznek indirekt PS receptorok, pl. Mer tirozin kindz (MerTK), integrin o3 és
koreceptora a transzglutaminaz 2 (TG2), melyek kiilonb6z6 hidképz6 fehérjéken keresztiil kotik a
PS-t. Ezek a hidképz6 fehérjék egyrészt kotédnek az elhalt sejtek felszinén 1évé PS-hez, masrészt a
fagocitak felszinén 1év6 receptorokhoz, ezaltal hidat képeznek koztiikk. Az egyik ilyen molekula az
MFG-E8, mely az a.f3 vagy az onf}s integrineket koti dssze a PS-el. Hasonlo szerepet toltenek be a
novekedés leallitas specifikus fehérje 6 (Gas6) €s protein S molekuldk, melyek a TAM (Tyro3, Axl,
Mer) tirozin kindz receptor csalad tagjaival kapcsoljak 0ssze a PS-t. Tovabbi potencialis 6sszekotd
molekulak a komplement komponens 1q (C1q), mely a komplement rendszer egyik eleme és szintén
a PS-hez kotédik az apoptotikus sejtek felszinén, valamint a trombospondin-1 (TSP-1), mely CD36
receptorhoz kotédve segiti eld az elhalt sejtek megkotését. A nekrotikus sejtek eltakaritasa kevésbé
kutatott teriilet, azonban az mar bizonyitott, hogy a nekrotikus sejtek felszinén is megjelenik a PS,
igy a nekrotikus sejtek felismerése is torténhet PS fiiggd mechanizmusokkal. Egyes az apoptotikus
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sejtek felvételében is szerepet jatszo fagocita receptorok és egyéb molekuldk szerepét mar
bizonyitottdk a nekrotikus sejtfelvételnél. Igy pl. a CD14, a trombospondin-CD36-integrin o3

komplex és a C1q komplement komponens is hozzajarulnak a nekrotikus sejtek felvételéhez.
Az elhalt sejtek internalizaciéja és a kozben aktivalodo jelatviteli tvonalak

Az immunrendszer kiilonb6z6 célpontjainak, mint pl. az apoptotikus sejtek vagy az
opszonizalt patogének fagocitozisa bar kiilonbozd receptorok kozremiikddésével kezdddik, de a
komplex jelatviteli utvonalak mind a citoszkeletalis aktin halozat atalakitasaval, fagoszoma
képzddéssel, zarodassal és éréssel végzodnek. Az apoptotikus sejtek “egyél meg” jelei és a
makrofagok sejtfelszini receptorai kozotti interakcid kovetkeztében kiilonféle jelatviteli Gtvonalak
aktivalodnak. Ennek hatasara a dinamin és Ras-szerli C3 botulinum toxin szubsztrat 1 (Racl)
GTPazok aktivalodnak, melyek a citoszkeletalis aktin ujraszervezédését és a fagocitozishoz
sziikséges lamellipodium képzodést segitik eld.

A dinamin (DYN-1) atipikus GTP4z részt vesz az apoptotikus sejtek, a zimozan,
valamint az immunglobulin G és a komplement komponens 3b; éltal opszonizalt részecskék
felvételében is, annak ellenére, hogy mindezek kiilonb6z6 fagocita receptorok segitségével keriilnek
felismerésre. A DYN-1 a membran kitiremkedések kialakulasahoz és az allab képzddéshez,
valamint a sejten beliil a fagoszoma levalasahoz jarul hozza. Egyre tobb kutatas bizonyitja, hogy a
nukleozid-difoszfat-kinaz (NDPK) fehérjék a dinamin miikddéséhez sziikséges interakcios
partnereként funkcionalhatnak. Az NDPK-k ellatjdk guanozin-trifoszfattal (GTP) a dinamin
szupercsalad GTPazait, igy lehetévé téve azok legnagyobb termodinamikai hatékonysaggal torténd
miikodését. A dinamin és NDPK-k kolcsonhatasat tobb fajban is vizsgaltak. Takacs-Vellai Krisztina
munkacsoportja C. elegans modellorganizmust hasznalva bizonyitotta, hogy a férgekben jelen 1évd

NDPK, az NDK-1 részt vesz az apoptotikus sejtek internalizaciojaban.
Az apoptotikus sejtek és makrofagok altali fagocitézisuk immunszabalyozoé funkcidi

Az apoptotikus sejtek hatékony és gyors eltakaritasara rendkiviil nagy sziikség van a
szoveti homeosztazis fenntartasa érdekében. A szervezetiinkben folyamatosan keletkezd apoptotikus
sejtek és eltakaritasuk normal esetben nem okoznak gyulladast vagy autoimmunitast. Az apoptotikus
sejtek bekebelezését immunoldgiailag csendes, st gyulladascsokkentd folyamatnak tekinthetjiik,
ugyanis az apoptotikus sejtek kifejezetten anti-inflammatorikus utvonalakat indukalnak, elsésorban
az Oket felvett makrofagokban.

Erdekes modon az apoptotikus sejtek, ellentétben a primer nekrotikus sejtekkel,
valamilyen szinten még akkor is megtartjdk ezt az anti-inflammatorikus jellegiiket, ha szekunder
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nekrozison esnek at és sejttartalmuk kijut a szovetek kozé. Ez azért van, mert az apoptdzis soran a
sejtekbdl kijutdo molekulak megvaltoznak (pl. hasitodnak vagy keresztkotédnek) és igy nem érik el
ugyanazt a hatast, mint, a nekrotikus sejtbdl kiszabadul6 nativ forma.llyen pl. a genomi DNS, mely
apoptotikus sejtekben kaszpaz-aktivalt DNazok altal kb. 200 bp méretii frangmentekre darabolédik,
melyek joval kevésbé rendelkeznek immunrendszer aktivalo tulajdonsaggal.

Az apoptotikus sejtek szdmos anti-inflammatorikus molekulat, igy pl. transzformald
novekedési faktor béta (TGFP) és IL10 citokineket, valamint a gyulladasi sejtek toborzasat gatld
jeleket is kibocsatanak, ezek az un. “maradj tavol” (Stay away) szignalok (pl. laktoferrin). Szamos,
az apoptotikus sejtekb6l szarmazd kemotaktikus jel szintén anti-inflammatorikus molekuldnak
tekinthetd (TSP-1, fraktalkin, LPC, adenozin).

Az apoptotikus sejtek felszinére keriilt PS amellett, hogy “egyél meg” jelként funkcional,
fokozza a koleszterol kidramlast a bekebelezd sejtbél, igy elésegitve a homeosztazis fenntartasat,
valamint serkenti az anti-inflammatorikus citokinek (pl. TGFB) termelését, ezzel hozzajarulva az
apoptotikus sejtekbdl felszabadulo antigénekkel szembeni immmuntolerancia kialakitasahoz. A PS
receptorok koziil a Stabilin-2,a MerTK és a TG2 is szerepet jatszik a fagocitald makrofagokban
kialakulo csokkent gyulladasi folyamatok és direkt anti-inflammatorikus hatas kialakitasaban.

Az elhalt sejtek bekebelezése nagy metabolikus stresszt jelent a makrofagok szamara,
melyre metabolizmusuk t6bb ponton torténd megvaltoztatasaval reagalnak. Ezek a valtozasok az
immunszuppressziv folyamatokhoz is hozzajarulnak. fgy pl. a lipid érzékeld receptorok, pl. a maj X
receptor (LXR) és a peroxiszoma-proliferator aktivalt receptor (PPAR), melyek a bekebelezés soran
transzkripcids szinten szabalyozzak a lipidek metabolikus folyamatait, egyben gatoljak a gyulladasi
folymatokat is. A magreceptorok ligand kotést kovetden serkentik kiilonboz6 fagocita receptorok
génexpresszojat is, ezaltal novelve a makrofagok fagocitozis kapacitasat. Némelyik receptor, mint
pl. a MerTK expresszidjanak LXR altali novelése direkt modon torténik, azonban mas receptoroké a
makrofagok retinsav termelésén keresztiil, a retinsav receptor alfa (RARa) kozremiikodésével zajlik.

Az apoptotikus sejtfelvételt kovetéen a makrofagok szintén anti-inflammatorikus
molekulakat termelnek. Ilyenek a TGFB és IL10 anti-inflammatorikus citokinek, valamint a
prosztaglandin E; és F,, lipoxin As vagy a vérlemezke-aktivalo faktor lipid mediatorok. A
bekebelezés soran a makrofagokban termel8d6 retinoidok hozzajarulhatnak a TGFp fiiggd Treq Sejtek

képzodéséhez, melyek kozponti szerepet jatszanak az autoimmunitas kialakulasanak elkertilésében.
1.3 Elhalt sejtek eltakaritasa szovetregeneraci6 soran

A gyulladast altalaban negativ eseményként értelmezziik, azonban az akut szdveti

sériilések esetében a gyulladds elengedhetetlen a megfeleld regeneracid lezajlasdhoz. Akar egy
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bakterialis vagy viralis fert6zés esetén, a steril szoveti sériilés hatasara is bekovetkezik egy pro-
inflammatorikus valasz, mely soran gyulladasi sejtek toborzasa torténik a sériilés helyére. Ezt koveti
a sérilt, elhalt sejtek, sejttérmelékek fagocitdk altali eltakaritdsa, ami hozzajarul a gyulladas
megsziinéséhez. Ekkor kezdddik el a szovetregeneracid masodik fazisa, mely soran a valodi
regeneracié zajlik. Ez magaban foglalja az ECM Ujraszervezodését, az érképzddést és a szoveti
homeosztazis helyreallitasat.

A makrofagok szamos szovet regeneracioja soran mind a pro-inflammatorikus, mind a
felépiilési fazisban fontos szerepet jatszanak, ugyanis hozzajarulnak a gyulladas kialakulasahoz és a
megsziinéséhez is. Hogy ezeket az eltéré funkciokat el tudjak latni, a makrofagok folyamatosan

valtoztatjak gyulladasi allapotukat a regeneracio soran.

A vazizom regeneraci6

A szbveti regeneracié soran bekovetkezd események megfigyeléséhez kivalo modell a
sériilést koveté vazizom regeneracio, mely soran a kiilonboz6 sejtek megjelenésének kinetikaja,
gyulladasi allapota és egyéb tulajdonsagai mar jol ismertek. A vazizom karosodasa kiilonbozd
stimulusokkal (pl. zGizodas, fagyasztas, toxin injekcid) kivalthatd, de a regeneracio soran, ezektdl
fuggetleniil, hasonlo sejtes és molekularis események zajlanak le. Sériilést kovetéen a vazizom
sokmagvu sejtjei, az izomrostok nekrozissal halnak el és steril gyulladas alakul ki. Ennek hatasara az
izom Ossejtjei, a szatellita sejtek aktivalodnak és elindul benniik a miogenikus program. A szatellita
sejtek az izomregenerdciét az embriondlis izomfejlédéshez hasonldé moddon, miogenikus
transzkripcids faktorok megfeleld idében torténd kifejezésével vezénylik le. Ezzel egyiddben
immunsejtek, koztik makrofagok és neutrofil granulocitdk infiltraljak a sériilt teriiletet. A
regeneracié kezdeti gyulladasos fazisa soran megfigyelhetjik a miogén és a fibro-adipogén
progenitorok (FAP) felszaporodasat, a pro-inflammatorikus immunsejtek (neutrofilek, gyulladasi
makrofagok) szamanak novekedését és a nekrotikus izomrostok eltakaritasat. Néhany nappal késébb
a neutrofilek eltiinnek és egyre tobb makrofag jelenik meg, melyek mar anti-inflammatorikus n.
”gyogyitd” fenotipussal rendelkeznek. Az izomregeneracié masodik fazisa, a felépiilési fazis a
megjelenésével veszi kezdetét. A FAP-ok szama csokken és angiogenezis figyelheté meg. Végiil az
jonnan keletkezett izomrostok megndnek, és az izomszdvet visszatér az eredeti homeosztazisahoz.
A megfelelé regeneracidhoz szamos egymast kovetd eseménynek a megfelelé helyen, idében és
sorrendben kell végbemennie.

Mint azt mar korabban targyaltuk, az apoptotikus/elhalt sejtek fagocitozisa anti-

inflammatorikus jelatvitelt indukal a makrofagokban, ebben bizonyos metabolikus regulatorok
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szerepe is bizonyitott, mint az AMPK vagy a PPAR receptorok, melyek az elhalt sejtek felvételének
hatasara aktivalodnak. Izomregeneracié soran az egyik PPARy altal szabalyozott gén a novekedési
differenciécios faktor 3-at (Gdf3) kodolja, mely a TGFp fehérjecsalad tagja és a miogenikus sejtek

fuzidjat timogatja, igy sziilkséges a sokmagvu izomrostok kialakulasahoz. A Gdf3-at a ”gyogyitd

makrofagok termelik.
A transzglutamindz 2 szerepe a sebgyogyulisban és az elhalt sejtek eltakaritisaban

A transzglutaminaz 2 transzglutaminaz funkcidja mellett rendelkezik GTPaz, protein
diszulfid izomeraz és protein kindz enzimaktivitassal is és a tobbi transzglutaminazzal ellentétben
vannak olyan szakaszai, melyek idedlis interakcios partnerré teszik mas fehérjék szamara. A TG2
interakcios partnerei lehetnek sejt adhéziohoz, migracidhoz és fagocitozishoz kothetd fehérjék (pl.
fibronektin, szindekan-4, MFG-ER), valamint intracellularis jelatvitelben részt vevo fehérjék (pl. al-
adrenoceptor, PLCS81) is. Ezen felil a TG2 BH3 doménjének koszonhetden az apoptdzis
szabalyozasaban is részt vesz.

A szoveti sériilésre adott valasz kiilonbozd események komplex sorozata, melynek
fontos elemei a gyulladas kialakulasa, sejtek migracidja és proliferacioja, az ECM
ujraszervezddése, Uj erek képzodése és az apoptozis. A sebgyogyulashoz sziikség van a kiilonb6zo
sejtek ECM komponensekkel és novekedési faktorokkal alkotott dinamikus interakcidjara. A TG2
keresztkotd funkciojanak koszonhetden hozzajarul az ECM stabilizaciohoz és Ujraszervezddéhez,
valamint egyrészt, mint integrin koreceptor, masrészt, mint fiiggetlen adhézios molekula, kiilonboz6
sejt-matrix kolcsonhatasokban (pl. sejt adhézio, fibroblasztok mozgasa) is részt vesz, igy fontos
szerepet jatszik a szvetregeneracio folyamataban.

Az apoptozis hatékony lezajlasa, valamint az apoptotikus vagy nekrotikus sejtek
professzionalis és nem professzionalis fagocita sejtek altali hatékony eltakaritasa szintén
kulcsfontossagli a normal regeneraciohoz és a szoveti homeosztazis fenntartasdhoz. A TG2 mindkét
folyamatban részt vesz anti-inflammatorikus molekulaként. Ezen kiviil a TG2 bizonyos esetekben
hozzajarul a TGFp termeléséhez és aktivacidjahoz, mely szintén anti-inflammatorikus molekulaként
vesz tész ebben a folyamatban. Igy nem megleps, hogy TG2 hianyaban, a normal esetben
immunolégiailag csendes apoptotikus sejt eltakaritds gyulladashoz, és SLE szeri autoimmun

megbetegedéshez vezet egérben.



2  CELKITUZES

Annak ellenére, hogy az apoptozissal és nekrozissal elhalt sejtek szamos patologias
folyamatban egyszerre vannak jelen, igy egy id6ben van sziikség az eltakaritasukra, joval
kevesebbet tudunk a nekrozissal elhalt sejtek felvételér6l. Az apoptotikus sejtek az ket bekebelezd
makrofagokban anti-inflammatorikus folyamatokat inditanak el, melyhez a PS felismerése és
bizonyos PS receptorokon (pl. MerTK) elindulé jelatviteli utvonalak, valamint a makrofagok
kiilonb6z6 magreceptorainak aktivalodasa is hozzajarulnak. Mivel a nekrotikus sejtek felszinén is
megjelenik az apoptotikus sejtek felismerésénél “egyél meg” jelként azonositott PS molekula, ezért
kutatasaink soran célul tiiztiik ki, hogy:

e  Megvizsgaljuk a kiilonboz6 PS receptorok szerepét apoptotikus és kiillonbozo
primer nekrotikus timocitak csontveldi eredetii makrofagok (BMDM) altali
fagocitozisa soran.

e  Osszehasonlitjuk az apoptotikus és nekrotikus sejtek makrofagok altali
eltakakaritasanak hatékonysagat, morfologiajat és a felvételiiket kovetden
kivaltott magreceptor aktivaciot.

A dinamin GTPaz a fagoszoma kialakulasa, zarddasa és lefiizddése soran bekovetkezd
aktin atrendez6dés elengedhetetlen szabalyozdja. A dinamin mikodéséhez sziikséges GTP-t az
NDPK-k allitjak el6. A dinamin és az NDPK-k kapcsolatanak szerepét a kiilonb6zé membran
atszervezOdések sordn mar tobb fajban is bizonyitottak. Mivel ragesalé modellben még nem
vizsgaltak az Nmel apoptotikus sejtek fagocitdzisaban betoltott szerepét, ezért Takéacs-Vellai
Krisztina munkacsoportjaval kollaboracioban célul tliztiik ki, hogy:

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

A transzglutaminaz 2 szamos biologiai folyamatban szerepet jatszik, igy az apoptdzisban,
fibrozisban, az elhalt sejtek fagocitdzisaban, sebgyogyulasban és gyulladasos folyamatokban is.
Mivel a TG2 megjelenik az embrionalis izomfejlédés, valamint a sériilést kdvetd szoveti regeneracid
soran is, ezért célul tiztiik ki, hogy:

e  Tanulmanyozzuk a vazizom regeneracioban betoltott szerepét TG2 hianyos

(TG2™) és vad tipusa (TG2""") egértorzset hasznalva.



3  ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

A kisérletekhez 4 hetes, illetve 2-4 honapos C57B6, TG2*"* és TG2™" egereket hasznaltunk,
melyek specifikus patogénmentes koryezetben, a Debreceni Egyetem Elettudomanyi Kozpontjanak
Allathazban voltak tenyésztve. A kisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsaga (DEMAB) engedélyével, az allatok védelmérdl és kiméletérél szolo szabalyozasok

betartasaval végeztiik.

A csontvelébél szarmazé mieloid progenitorokat 2-4 honapos C57B6 vagy TG2"* és
TG2" egér labszarcsontjaibol izolaltuk. A progenitorok érett BMDM-ekké differencialtatasat in
vitro DMEM médiumban (4 mM glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomicin, 10% FBS)
10 % L929 sejtekbodl szarmazd M-CSF tartalmu feliiluszo hozzaadasaval végeztilk 6 nap alatt. A
nem letapadt sejtek 3 nap utan le lettek mosva. A magreceptorok aktivalasathoz a BMDM-eket all-
transz retinsavval (ATRA), 9-cis retinsavval (9CRA), GW3965-tel, dexametazon-acetattal vagy
kontrollként dimetil-szulfoxiddal (DMSO) kezeltiik 24 6ran keresztiil. Az inhibicios kisérletek soran
a makrofagokat BMS777607 TAM receptor tirozin kinaz inhibitorral vagy NSC23766 Racl kis GTP
kot6 fehérje inhibitorral kezeltiik 24 oran at. Az integrin funkcioé gatlasahoz egyrészt arginin-glicin-
aszpartat (RGD) peptidet, masrészt anti-CD61 antitestet adtunk a BMDM-ekhez 1 o6raval az
apoptotikus és nekrotikus sejtek hozzaadasat megelézéen. A sejtfelszini Tim-4 PS receptor
gatlasdhoz anti-Tim-4 monoklonélis antitestet hasznaltunk szintén 1 Oran keresztiil. Az érett
BMDM-¢k egér Nmel specifikus ON-TARGETplus SMARTpool siRNS-el vagy ON-TARGETplus
Non-targeting Control Pool nem specifikus siRNS-ekkel lettek transzfektdlva DharmaFECT 1
Transfekcios reagens segitségével. 48 oraval a transzfekciot kovetden vizsgaltuk a sejtek fagocitdzis

képességét, valamint western blot segitségével az Nmel fehérje szintjét.
Raw 264.7 makrofag sejtvonal tenyésztése

A Raw 264.7 egér eredetli monocita-makrofag sejtvonal tenyésztése DMEM (4 mM
glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomicin, 10% FBS) médiumban tortént.

Timocita izolalas, sejthalal indukcié és PS blokkolas
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Elhalt sejtek eldallitasdhoz 4 hetes C57B6 tipust egér frissen izolalt timuszabol nyert
sejteket (timocitakat) hasznaltunk. Apoptozist szérummentes RPMI 1640 médiumban (2 mM
glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomicin) torténd 24 o6ras inkubacioval idéztiink eld.
Nekrozist héstresszel, illetve H,O, kezeléssel indukaltunk. EIS kontrollként frissen izolalt
timocitakat hasznaltunk. Az &ramlasi citometrids mérésekhez Cell Tracker Deep Red vagy
karboxifluoreszcein-diacetdat-szukcinimidil-észter (CFDA-SE) fluoreszcens festékekkel jel6ltiik az
apoptotikus és nekrotikus timocitakat. Egyes kisérleteknél az apoptotikus és nekrotikus timocitdk

felszinén lévé PS-t Alexa Fluor 647-konjugalt annexin V-vel fedtlk le.
Izom eredetii leukocitak izolalasa

Izolalast kovetben a tibialis anterior (TA) izmokat feldaraboltuk, 0.2% kollagenaz II
tartalmu RPMI 1640 médiumban (2 mM glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomicin)
37°C-on 1 oran keresztiil tovabb emésztettiik, majd egy 100 pum-es és egy 40 pm-es sziirén

atsziirtiik. A CD45" sejteket (leukocitdkat) magneses sejtizolldsssal kiilonitettiik el.
Elhalt timocitak annexin V és PI festése

A sejthalal indukcio sikerességét Alexa Fluor 647-konjugalt annexin V fehérjével és
propidium-jodid (PI) DNS festékkel ellendriztik. A sejtek fluorescencidjat Becton Dickinson

FACSCalibur aramlasi citométer segitségével mértiik.
Transzmisszios elektronmikroszkopia

Az apoptotikus és nekrotikus timocitékat a kezelések utan Osszegytijtottik, majd 1 %
glutaraldehidet tartalmazo 0.1 M kakodilat pufferrel fixaltuk, késébb 2 % OsO, tartalmil azonos
pufferrel poszt-fixaltuk. A fagocitozis morfologiai vizsgalatdhoz a BMDM-ek egy tiveglapon voltak
inkubalva az apoptotikus és/vagy nekrotikus timocitakkal 30 percen keresztiil, majd az eldbb leirt
modon fixalasra keriiltek. A mintakat a megfelel6 el6készitést kovetéen JEOL 1010 transzmisszios

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.
In vitro fagocitézis vizsgalat

A BMDM-ekhez/Raw 264.7 sejtekhez hozzaadtuk az apoptotikus és/vagy nekrotikus
timocitakat, majd kilonbozé aranyokban 37 °C-on egyiitt inkubaltuk a sejteket kiilonbozo
id6tartamokig. A fagocitozis vizsgalatokat megelézéen mindig normalizaltuk a célsejtek szamat,

hogy azonos mennyiségii apoptotikus és nekrotikus sejt legyen jelen. A méréseket elsésorban
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aramlési citometridval végeztiik, azonban néhany kisérletnél transzmisszios elektronmikroszkopia,
konfokalis mikroszkopia és lézer pasztazo citometria segitségével tortént a detektalas. Ezen feliil a
fagocitézist kovetéen a makrofagokban bekovetkezett génexpresszids valtozasok detektalasahoz
valos idejii kvantitativ PCR (RT-qPCR) technikat alkalmaztunk. A génexpresszids vizsgalatokra

szant mintaknal utolso 1épésként az RNS izolalashoz sziikséges Trizol reagenst adtunk a sejtekhez.

Aramlisi citometria

A fagocitozist és az izomban 1évé neutrofilek és makrofagok aranyat Becton Dickinson
FACSCalibur aramlasi citométer segitségével mértiik. A fagocitozis vizsgalatahoz az apoptotikus és
nekrotikus sejteket felvett makrofagokat az elhalt sejtek fluoreszcens jele alapjan detektaltuk. Az
izombodl szarmazd sejteket egyszerre festettiik Alexa Fluor647 konjugalt anti-Ly6G antitesttel és
Alexa Fluor 488 konjugalt anti-F4/80 antitesttel. A kapott eredményeket a Flowing Software

programmal elemeztiik.
Lézer pasztazé citometria

A fagocitozis valos idejii kovetéséhez a BMDM-eket 8 kamras IBIDI tenyésztdlemezre
helyeztiik és Hoechst 33342 magfestékkel jeldltiik. A fluoreszcensen jeldlt apoptotikus (CFDA-SE)
és nekrotikus (deep red) timocitakat kozvetlenill a mérés megkezdése el6tt adtuk a makrofagokhoz
(1:10 makrofag:célsejt aranyban). A mérés soran egy IBIDI inkubator segitségével a sejteket allandod
koriilmények kozott tartottuk. A képeket egy Olympus IX-71 invertalt mikroszkoppal, majd ezekbdl

a vide6 fajlt az Imagel szoftver segitségével készitettiik.

Konfokéalis mikroszkopia

A fagocitdzis valos idejii kovetéséhez a BMDM-eket 8 kamras IBIDI tenyésztdlemezre
helyeztik és CMTMR festékkel jeldltik. A fluoreszcensen jelolt apoptotikus (CFDA-SE) és
nekrotikus (deep red) timocitakat kozvetleniil a mérés megkezdése eldtt adtuk a makrofagokhoz
(1:10 makrofag:célsejt ardnyban). A time-lapse felvételeket Zeiss LSM510 konfokalis 1ézer pasztazo
mikroszkoppal készitettiik.

RNS izolalas, reverz transzkripciés PCR és RT-qPCR

Az apoptotikus és nekrotikus sejtek fagocitozisat kovetden a Raw 264.7 sejtekbol,
valamint az izombdl izolalt leukocitakbol (CD45" sejtek) Trizol reagens segitségével, a gyartd altal
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allitottuk be nukleazmentes vizben oldva. A totdl RNS c¢DNS-re torténé atirasat High Capacity
cDNA Reverz Transcription Kit segitségével, a gyart6 altal eléirt protokollt hasznalva végeztiik. A
valos idejii kvantitativ PCR soran, 3 technikai parhuzamost hasznalva, génspecifikus (Raw 264.7
sejtek esetén MerTK, TG2, Clgb, MFG-E8, SREBP1, RARa; izombo6l szarmazo leukocitak esetén
TNFa, IL1, IL6, TGFB1, Gdf3) TagMan probakat tartalmazo oligo mixeket alkalmaztunk. A valos
idejli detektalast egy Roche LightCycler LC480 késziilék segitségével valositottuk meg. Az adatok
kiértékelését Osszehasonlitdé Cr moddszerrel végeztiik, normalizalo génként gliceraldehid-3-foszfat

dehidrogenazt és B-aktint hasznaltunk.
SDS-PAGE és Western blot

A C57B6 egérbdl szarmazd kontroll és Nm23-M1/Nmel csendesitett BMDM-ek, illetve
a kontroll és 4 napos kardiotoxin (CTX) kigyoméreg injektalt TG2"* és TG2”" izombol izolalt
az Nm23 fehérje esetében 15 %-os, a Gdf3 esetében 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen tortént, majd
az elvalasztott fehérjéket Bio-Rad félszaraz blottolo késziilék segitségével Immobilion-P
polivinilidén-fluorid membranra transzferaltuk. A vizualizaciohoz anti-Nm23 vagy anti-Gdf3 és az
egységes mintafelvitel teszteléséhez anti-pB-Actin vagy anti-LaminB elsédleges, majd peroxidazzal
jelolt masodlagos antitesteket hasznaltunk. Az Immobilon Western Chemiluminescent HRP

szubsztrat segitségével kivaltott kemilumineszcenciat rontgen filmen detektaltuk.

Izomsériilés modellezése CTX injekcidval

anterior (TA) izomba torténé CTX injekcioval végeztik. Az izmokat az aramlasi citometrids
mérésekhez 2, 4 nappal, RT-qPCR-hoz 2, 3, 4 nappal, a hisztologiai vizsgalatokhoz 8 nappal a

sériilést kovetden izolaltuk.
A regeneral6do izom hisztolégiai vizsgalata

A TA izmokat izolalast koveten rogton folyékony nitrogénben hiitdtt izopentanban (-
160 °C) lefagyasztottuk, majd a metszésig -80 °C-on taroltuk. Reichert-Jung 1800 CRYOCUT
kriosztat segitségével az izmokbol 6 pm-es szeleteket vagtunk, melyeken hematoxilin-eozin (HE)

festést vagy DyLight 488 konjugalt anti-Laminin antitesttel és DAPI sejtmagfestékkel
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immunfluoreszcens festést végeztiink. A metszetekr6l EVOS¢, digitalis invertalt mikroszkoppal

vagy EVOS Floid Cell Imaging Station fluoreszcens mikroszkoppal készitettiink képeket.
Statisztikai analizis

A bemutatott adatok legalabb 3 (egy esetben 2) egymastol fiiggetleniil elvégzett kisérlet
eredményeinek atlagat (+SD) mutatjak be, melyek statisztikai kiértékelését kétmintas T-probaval,
valamint tobbszoros Osszehasonlitas esetén egy- vagy kétutas ANOVA ¢és Tukey post-hoc teszttel

végeztiik. Statisztikai kiiszobnek a p<0,05 értéket hasznaltuk.
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4  EREDMENYEK
41 Az apoptotikus és nekrotikus sejtek makrofagok altali felvételének 6sszehasonlitasa

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

A PS kihelyezddése az apoptotikus sejtek felszinére az egyik legfontosabb jel, melyet a
fagocita sejtek felismernek. Az annexin V PS kot6 fehérjével végzett kisérleteink, mas kutatasokkal
Osszhangban, bizonyitottadk, hogy a PS a hd és H,O, kezeléssel elolt nekrotikus sejteken is
megjelenik. A PS a nekrotikus sejtek makrofagok altali eltakaritasaban betoltott szerepének
meghatarozasahoz eldszor rekombinans annexin V fehérjét hasznalva lefedtiik az elhalt timocitak
felszinén 1év6 PS molekulakat és ezt kovetden vizsgaltuk a fagocitdzis hatékonysagat. Kimutattuk,
hogy a kezelés hatasara mind az apoptotikus, mind a nekrotikus sejtek felvétele szignifikansan
csokkent a kezeletlen timocitak felvételéhez képest, mely arra utal, hogy a PS-nek az apoptotikus
mellett a nekrozissal elhalt sejtek eltakaritasaban is fontos szerepe van.

Munkacsoportunk korabban mar vizsgalta, hogy mely fagocita receptorok fejezddnek ki
egér BMDM-ekben. A talalt integrin oy, B1, B3, Ps, MerTK, Tim-4, Stabilin-2, CD14 és a CD36
receptorok koziil a trombospondin-CD36-integrin a,fs komplex, a CD14 és a CD36 szerepét mar
bizonyitottak a nekrotikus sejtek fagocitozisa kapcsan is. Kisérleteink soran egyéb, az apoptotikus
sejtfelvételb6l mar ismert, PS fliggd fagocita receptorok szerepét kivantuk meghatarozni a
nekrotikus sejtfelvétel soran. A TAM tirozin kinaz receptorok csaladjaba tartozé6 MerTK indirekt
modon, kiilonb6z6 hidképzé molekuldk (Gas6, protein S) segitségével képes kotni a PS-t.
BMS777607 TAM tirozin kinaz receptor inhibitorral kezelt BMDM-ek kozel 50%-kal csokkent
mértékben kebeleztek be mind apoptotikus, mind nekrotikus timocitakat. A Tim-4 direkt PS receptor
szerepét anti-Tim-4 antitestekkel torténd blokkolassal vizsgaltuk, mely soran szintén csokkent
apoptotikus és nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk. Az a,f; integrin receptorok szintén indirekt
modon, az MFG-E8 hidképz6 fehérjén keresztiil képesek felismerni a sejtfelszini PS-t. Az integrin
funkciot RGD peptidekkel vagy anti-CD61 antitesttel gatolva szintén csokkent fagocitdzist
tapasztaltunk minden tipusu célsejt esetében. Munkacsoportunk korabban leirta, hogy a TG2 szintén
szerepet jatszik az apoptotikus sejtek eltakaritadsaban, mint az integrin 3 koreceptora, 6sszekotve azt
az MFG-E8 molekulaval, igy hozzajarul a hatékony fagocitézishoz. TG2 hianyos egértorzsbol
szarmaz6 BMDM-eket és timocitdkat hasznalva ismét hasonlé mértékben csokkent apoptotikus és

nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk. Osszességében ezek a megfigyeléseink arra utalnak, hogy a
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primer nekrotikus sejtek felvételében ugyanazok a PS felismerd receptorok is részt vesznek, melyek

az apoptotikus sejt eltakaritasban is fontos szerepet jatszanak.

Kiilonb6z6 magreceptorok aktivalasa noveli az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvételének

hatékonysagat

Munkacsoportunk mar kimutatta, hogy a bekebelezés soran az apoptotikus sejtek
lipidtartalma a makrofagokban aktivalja az LXR magreceptort, mely ennek hatdsara felersiti a
MerTK és kiilonboz6 retinaldehid-dehidrogenaz (RALDH) enzimek kifejez8dését. A RALDH-k
retinsavakat termelnek, melyek aztan tovabbi fagocita receptorok expressziojanak emelkedéséhez
vezetnek, igy eredményezve hatékonyabb apoptotikus sejt eltakaritast. A BMDM-ekben jelen 1évo
retinoid fiiggd fagocita receptorok kozé tartozik a TG2, Tim-4 és a stabilin-2. Emellett a GR
aktivacidja is megemelkedett apoptotikus sejtfelvételhez vezet, elsésorban MerTK fiiggd
mechanizmusokon keresztiil. A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a kiilonboz6 magreceptorok
aktivalasa milyen hatdssal van az apoptotikus és nekrotikus timocitdk BMDM-ek altali felvételére.
A makrofagokat 9CRA RXR agonistaval, ATRA RAR agonistaval, GW3965 LXR agonistaval vagy
dexametazon-acetat GR agonistaval kezeltiik 24 oran keresztiil az apoptotikus és nekrotikus
timocitakkal valdo inkubaciét megel6zéen. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a vizsgalt
magreceptorok aktivacioja hasonloképpen novelte az apoptotikus és a nekrotikus sejtek felvételét,
mely alapjan ugy tiinik, a nuklearis receptorok altal kivaltott fagocitozis ndvekedés nem

korlatozodik csupan az apoptotikus sejtek felvételére.

A MerTK, TG2, Clgb, MFG-E8, SREBP1 és RARa magreceptor célgének expresszidja azonos
mértékben megemelkedett Raw 264.7 makrofiagokban apoptotikus és nekrotikus timocitak

felvételét kovetéen

Valés idejii kvantitativ. PCR-al meghataroztuk aMerTK, TG2, Clqb, MFG-ES,
szterolszabalyozo elemet k6t6 fehérje 1 (SREBP1) és RARa LXR és PPAR magreceptor célgének
expresszios valtozasait az apoptotikus és hénekrotikus timocitak Raw 264.7 makrofagok altali
fagocitozisat és feldolgozasat kovetden. Ezekrdl a génekrdl tudjuk, hogy apoptotikus sejtfelvételt
kovetéen megemelkedik az expressziojuk BMDM-ekben, ezaltal segitve az apoptotikus sejtek
miel6bbi eltakaritasat és az immuntolerancia kialakitasat. Kivancsiak voltunk, hogy nekrotikus
sejtek felvételét kovetden is megfigyelhetd-e ez a jelenség. Méréseink alapjan a Clgb opszonizald
molekula, a MerTK fagocita receptor és a SREBPI transzkripcios faktor (mely képes gatolni az NF-
kB altali gyulladasos valaszt) expresszidja mind apoptotikus, mind nekrotikus sejtek felvételét
kovetéen korai emelkedést mutat. Mar 2 oraval az elhalt sejtek hozzdadasat kovetéen
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megemelkedett génexpressziot tapasztaltunk a nem fagocitdldo, nyugalmi makrofagokhoz
hasonlitva.A TG2, az MFG-ES8 hidképzé molekula, valamint a RARa retinsav receptor (mely Gjabb,
az elhalt sejtek makrofagok altali fagocitdzisanak hatékonysagat serkentd gének expresszidjat
szabalyozza) gének expresszidja is hasonloképpen megemelkedett mind apoptotikus, mind

nekrotikus sejtek felvételét kovetden. Igazan jelentés emelkedést a 24 6ras mintakban tapasztaltunk.

Az apoptotikus és nekrotikus timocitak azonos hatékonysaggal keriilnek bekebelezésre és

versengenek egymassal a BMDM-ek altali felvételért in vitro fagocitozis soran

Ha ugyanazok a receptorok vesznek részt az apoptotikus és a nekrotikus sejtek
felvételében, akkor mindkét sejttipus egyiittes jelenlétekor kompeticionak kellene kialakulnia. Hogy
ezt a felvetést megvizsgaljuk, rovid tava (30 perc) kompeticios fagocitozis kisérletet végeztiink,
mely soran az eltérd6 modon jeldlt apoptotikus és/vagy hénekrotikus timocitak kiilonbz6
aranyokban (1:0, 1:1, 1:3, 1:6, 1:9) voltak a BMDM-ekhez adva. Az 1:0 aranyoknal azt talaltuk,
hogy a hokezelt primer nekrotikus timocitak felvétele ugyanolyan hatékony volt, mint az
apoptotikusaké. Amikor az apoptotikus és nekrotikus timocitak egyiitt voltak jelen a makrofagok
kornyezetében, nagyjabol azonos mértékben csokkentették a masik sejthalaltipussal elhalt sejtek
felvételét. Ezzel ellentétben az €16 timocitakat nem kebelezték be a BMDM-ek és e sejtek jelenléte
nem csokkentette az elhalt sejtek felvételét sem.

Az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvételének hatékonysagat Raw 264.7makrofag
sejtvonalat hasznalva is megvizsgaltuk. Ebben az esetben is azonos mértékii volt az apoptotikus és

nekrotikus sejtek fagocitozisa 30/60/90/120 perces inkubaciot kovetden egyarant.

A makrofagok hasznilhatjak ugyanazt a fagocita portalt egy apoptotikus és egy nekrotikus

sejt bekebelezéséhez

A fagocitozis soran a fagocita receptorok Osszegytilnek, klasztereket képeznek a
sejtmembran egyes teriiletein, ezek az un. fagocita portalok, melyeken keresztiil szamos apoptotikus
sejt felvétele megtorténhet egymast kovetéen. Erdekes modon az aramlési citometrias mérések soran
észrevettiik, hogy viszonylag kis szazalékban vannak jelen olyan makrofagok a mintakban, melyek
mind apoptotikus, mind nekrotikus sejtet felvettek. Felmeriilt a kialakuld fagocitézis preferencia
lehetésége, miszerint egy apoptotikus vagy nekrotikus sejt felvétele meghatarozhatja a makrofag
késébbi preferenciajat. Mindezek alapjan feltételezhetonek tiint, hogy a makrofagok kiilonbozo
fagocita portalt alakitanak ki az apoptotikus €s a nekrotikus sejtek szamara €s a mar kialakult portal
ugyanazt az elhalt sejttipust fogja preferalni a tovabbiakban. Hogy megvizsgaljuk ezt a lehetGséget,
a makrofagokat el6szor azonosan jelolt apoptotikus vagy nekrotikus timocitdkkal inkubaltuk 30
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percen keresztiil, majd egy alapos mosast kovetéen, tovabbi 30 percre masféle fluoreszcens
jeloléssel ellatott apoptotikus vagy nekrotikus sejteket adtunk kiilonb6z6 kombinacidkban az
eldetetett makrofagokhoz. Amikor megvizsgaltuk, hogy az elsd korben fagocitalo makrofagok koziil
hany szazalék vett fel apoptotikus és nekrotikus sejteket, azt tapasztaltuk, hogy a masodik sejttipus
felvétele fiiggetlen volt a korabban bekebelezett célsejttél. Ez azt engedi feltételezni, hogy a
kialakult fagocita portalok az apoptotikus és nekrotikus sejtek esetében is hasonloak vagy akar
azonosak lehetnek. Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy azért tapasztaltuk kevés egyszerre
apoptotikus és nekrotikus timocitat is felvett makrofagot, mert rovidtava (30 perc) fagocitdzist
vizsgaltunk, mely soran valoszintileg a legtobb makrofag csak egyetlen sejtet tudott bekebelezni.
Hogy megvizsgaljuk a BMDM-ek altal hasznalt internalizaciés mechanizmusokat
transzmisszids elektronmikroszkopidval végeztiink morfologiai analizist a fagocitozis kozben. Az
apoptotikus és nekrotikus sejtek felvételét kiilon-kiilon vizsgalva, a makrofagok allabai mindkét
esetben szorosan koriilolelték a bekebelezésre keriild részecskét, ez az tin. cipzarszerii bekebelezési
mechanizmus. Ezen feliil, mikor az apoptotikus és nekrotikus sejtek egyszerre voltak jelen a
makrofagok mellett, megfigyeltiik, hogy a kiilonb6z6 elhalt sejtek felvétele gyakran torténik
egymast kovetden ugyanazon a fagocita portalon keresztil. E  megfigyeléseinket
elektronmikroszkopos felvételekkel, valamint lézer pasztazo citometria és konfokalis mikroszkopia
segitségével timelapse videokkal is igazoltuk, mely szintén azt tamasztja ala, hogy hasonld/azonos
elore kialakult fagocita receptor klaszterek vesznek részt az apoptotikus és nekrotikus sejtek
felvételében.
Az apoptotikus sejtfelvétel egyik kulcsszerepléje a Racl kis molekulatomegii
GTPaz, mely az allabak képzidéséhez sziikséges aktin UjraszervezOdét szabalyozza és szdmos
fagocitézis jelatviteli tvonal altal aktivalodik. A Racl gatlasa az NSC23766 Racl inhibitor
segitségével csokkentette mind az apoptotikus, mind a nekrotikus sejtek felvételét, tehat
valészinilileg nem csak a fagocitozisban részt vevo receptorokon, hanem az aktivalodo jelatviteli

utvonalakon is osztozik az apoptotikus és nekrotikus sejtfelvétel.

42 Az Nmel NDPK szerepének meghatirozasa az apoptotikus sejtek makrofagok altali

felvételében

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

Mivel az apoptdzis és az apoptotikus sejtek eltakaritdsanak mechanizmusa evolicidsan
er6sen konzervalt, igy megvizsgaltuk, hogy az NDK-1 szerepére is igaz-e ez. Az NDK-1 egér
homologja, az NM23-M1/Nmel szerepét vizsgaltuk BMDM-eken apoptotikus sejtek bekebelezése

kozben. A makrofagokban az Nmel fehérje szintjét Nm23-M1 specifikus siRNS-ek segitségével
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csokkentettilk. Kontrollként nem specifikus siRNS-ekkel ¢és transzfekcios reagenssel kezelt
makrofagokat hasznaltunk. A Western blot analizis alapjan megallapithatjuk, hogy az Nmel
specifikus csendesités kb. 55 %-o0s csokkenést eredményezett az Nmel fehérje szintjében. A
csendesitést kovetGen megvizsgaltuk az apoptotikus timocitdk BMDM-ek altali felvételének
hatékonysagat. 1:5 apoptotikus sejt:makrofag arany mellett fél 6ras fagocitozist kovetden az NM23-
M1 specifikus siRNS-el kezelt makrofagok 40%-al csokkent apoptotikus sejt fagocitozist mutattak.
Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az Nmel fehérje emlésok esetében is a férgeknél tapasztaltakhoz

hasonloan részt vesz az elhalt sejtek eltakaritdsanak mechanizmusaban.

43 A transzglutaminidz 2 szerepének meghatirozasa a sériilést koveté vazizom

regeneracié soran

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

fogom bemutatni, melyen Nour Al Zaeed PhD hallgatoval kozosen dolgozunk.

A TG2 hidnyos izomrostok keresztmetszeti teriilete mind a kontroll, mind a CTX injektalt

izmokban kisebb, mint a vad tipustiaké

Az izomrostok keresztmetszeti teriiletének (CSA) meghatarozaséhoz TG2"* és TG2”
egerekbdl izolaltunk kontroll (nem tortént CTX injekcid) és 8 napja regeneralodd sériilt izmokat
(CTX injekciot kovetden). Az izolalt izmokat fagyasztassal konzervaltuk és szovettani metszeteket
készitettiink bel6liik, melyeket HE festéssel, vagy laminin immunhisztokémiai festéssel és DAPI
magfestéssel jeloltik. A CSA meghatdrozasat a HE festett metszeteken az Imagel program
segitségével az izomrostok manualis kijelolésével végeztiik. KésGbb, laminin festés segitségével mar
automatizalni tudtuk a CSA meghatarozasat az Image] szoftver Muscle morphometry nevil
bévitményét hasznalva. Természetesen ebben az esetben is ellendriztilk az izomrostként definialt
objektumokat és a fals eredményeket eltavolitottuk az adatok koziil. Minden mintahoz négy egér TA
izmainak azonos sikjabol szarmazé metszeteket elemeztiink (3 metszet/izom), majd az egerenként
atlagolt izomrostok CSA-jat atlagoltuk. Az izomrostok méret szerinti eloszlasanal az adott
mérettartomanyba esé rostok szazalékos értékét atlagoltuk. A kontroll TG2 hidnyos izmokban az
izomrostok atlagos keresztmetszeti teriilete szignifikansan kisebb, és joval nagyobb szamban
fordulnak el kisebb méretii izomrostok, mint a vad tipusti izmokban. A CTX injekcidt kdvetden 8
napig regeneralodott izmoknal is megfigyelhetd, hogy a TG2 hianyos izomrostok CSA-ja kisebb, és
szintén jelentdsebb a kisebb mérettartomanyba es izomrostok populacidja. A regeneralodd

izmokban kvantifikaltuk a centralis sejtmagokat és meghataroztuk a tobbmagvii izomrostok aranyat.
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megfelelé mitkodésére utalhat.

A regeneral6dé izomban jelen 1évé makrofagok és neutrofilek aranyara nincs hatassal a TG2

hidnya

A vazizom regeneraciot nagyban befolyasoljak a lokalisan jelen 1év6 és iddben valtozd
aranyban megjelené immunsejtek, elsésorban a neutrofilek és a makrofagok. Ezért megvizsgaltuk,
hogy a regeneracio soran TG2 hianyaban valtozik-e az izomba bearamldé immunsejtek aranya. A
nem injektalt vagy fiziologias sooldattal injektalt kontroll, valamint a CTX injekciot kovetden 2 és 4
nappal izolalt kollagenazzal emésztett izommintak sejtjein F4/80 (makrofag marker) és Ly6G
(neutrofil marker) fluorescens antitest jelolést végeztiink, melyet aramlasi citometriaval
detektaltunk.

Ahogy azt vartuk, a kontroll mintdkban (nem injektalt vagy fiziologias sooldattal
injektalt) nem tapasztaltunk szamottevé immunsejt populaciokat. A CTX injektalt izmok esetében a
regeneracio masodik napjan kozel azonos mennyiségben vannak jelen neutrofilek és makrofagok. A
regeneraci6é negyedik napjara a neutrofil populacié szinte teljesen eltiinik, és nagyobb szamban

vannak jelen makrofagok. A makrofagok és neutrofilek aranya nem valtozott TG2 hidnyaban.

TG2 hianyaban az izomba infiltralédé leukocitak csokkent szinten expresszaljak a TNFa, IL1,

IL6, TGFp1 citokineket és a Gdf3 novekedési faktort

Vad tipust és TG2 KO izmokbol 2, 3 és 4 nappal a CTX altal okozott sériilést kovetden
mégneses sejtszeparalassal leukocitakat izolaltunk (CD45" sejtek), hogy megvizsgiljuk az altaluk
termelt gyulladasi (TNFo, IL1, IL6) és anti-inflammatorikus (TGFB1) citokinek expressziojat,
ezaltal képet kapjunk az izomban uralkodd gyulladasi allapotrdl. Ezen felill a Gdf3 ndvekedési
fontos szerepet jatszik a vazizom regeneracioban.

A TNFo, IL1, IL6 gyulladasi citokinek szintje a 2 napos regeneralodd izomban
alacsonyabb, a 4 naposban magasabb volt a TG2” leukocitakban. Ez alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy a szatellita sejtek aktivacidjahoz is elengedhetetlen kezdeti gyulladas csokkent, esetleg
késleltetett a TG2 hidnyos sériilt izmokban. A TGFB1 anti-inflammatorikus citokin expresszidja
pedig leginkabb a regeneraci6 negyedik napjan mutat alacsonyabb szintet, amikor mar a gyulladasos
fenotipusi makrofagokat normal esetben felvaltjak a “gydgyitd” makrofagok. Lehetséges, hogy a
TG2 hianyaban ez is késleltetve torténik meg. A Gdf3 novekedési faktor génexpresszidja, minden
vizsgat idépontban alacsonyabb volt a TG2 KO leukocitdkban. A Gdf3 szintjét 4 napos regeneralodo
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izomban fehérje szinten is megvizsgaltuk SDS-PAGE és Western blot segitségével, melyben szintén
tapasztaltuk a csokkent expressziot. A Gdf3 csokkent szintje magyarazatot adhat a TG2 hianyos
izmokban tapasztalt kisebb izomrost CSA-ra és a tobbmagvu izomrostok alacsonyabb szamara is,
ugyanis, ha a mioblasztok fizidja nem mikodik megfelelden nem tudnak kialakulni az érett,

nagyméretii, sokmagvi izomrostok.
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5 MEGBESZELES

A szakirodalmat olvasva az apoptotikus és nekrotikus sejtek makrofagok altali
eltakakaritdsanak hatékonysagarol ¢és a felvételilket kovetéen kivaltott immunszabalyozo
funkcidikrol ellentmondésos eredményeket talalhatunk. Egyes kutatdsok szerint az apoptotikus
sejtek felvétele hatékonyabb és gyorsabb, mint a nekrotikusaké és nekrotikus sejtek jelenlétében a
makrofagok az apoptotikus sejtek felvételét részesitik eldnyben, mig masok a nekrotikus sejtek
gyors és az apoptotikus sejtekéhez hasonloan hatékony felvételérél szamolnak be. Bar mar tudjuk,
hogy a nekrotikus sejtek felszinén is megjelenik az apoptotikus sejtek felismerésénél egyél meg”
jelként azonositott PS molekula, egyes kutatasok szerint az apoptotikus és a nekrotikus sejtek
makrofagok altali felismerése nem azonos modon, a PS megjelenésétdl fiiggetlentil torténik. Masok
eredményei szerint azonban az apoptotikus sejtekhez hasonldan a nekrotikus sejtek felvétele is PS
fligg6 mechanizmusokkal megy végbe. Kutatasaink soran kiilonb6z6 PS receptorok szerepét
vizsgaltuk apoptotikus és primer nekrotikus timocitdk BMDM-ek altali fagocitozisa soran és
megallapitottuk, hogy kisérleti rendszeriinkben az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvétele azonos
hatékonysaggal torténik és egyarant PS fiiggd, melyben szerepet jatszanak a MerTK, Tim-4 és
integrin B3 direkt vagy indirekt PS receptorok és az integrin koreceptorként funkcionalo TG2.

Mig az apoptotikus sejtek szamos anti-inflammatorikus molekulat bocsatanak ki
magukbol, a nekrotikus sejtekr6l tudjuk, hogy a hirtelen sejtkarosodas eredményeképp
gyulladaskelté hatasi anyagok szabadulnak fel beldliik. Az apoptotikus sejtek az 6ket bekebelezo
makrofagokban is anti-inflammatorikus folyamatokat inditanak el, melyhez a PS felismerése és
bizonyos PS receptorokon elinduld jelatviteli utvonalak is hozzajarulnak. A nekrotikus sejtek
bekebelezését kovetéen a makrofagokban bekovetkezd gyulladasi hatasokrol is megoszlanak a
vélemények. Egyes tanulmanyok szerint a nekrotikus sejtek felvétele gyulladasi valaszt general a
makrofagokban, mig masok szerint szintén immunologiailag csendes folyamatnak tekinthet6. Mivel
a nekrotikus sejtek felvételében is szerepet jatszik a PS és receptorai, igy feltételezhetjiik, hogy a
makrofagokban az apoptotikus sejtek bekebelezését koveten kivaltott hatasaik ebben az esetben is
érvényesiilnek, igy bar a nekrotikus sejtek magukban pro-inflammatorikus folyamatokat inditanak
el, a makrofagok altali bekebelezésiik segitheti az immuntolerancia kialakulasat.

A bekebelezett és megemésztett apoptotikus sejtek lipid tartalma is hozzajarul az anti-
inflammatorikus hatasokhoz és az elhalt sejtek minél gyorsabb eltakaritdsahoz a makrofagok
magreceptoraira hatva. Kisérleteink soran a BMDM-ek kiilonboz6 magreceptorainak aktivalasat
kovetéen hasonloképpen megndvekedett apoptotikus és nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk, mely
alapjan ugy tlinik, a nukledris receptorok altal kivaltott fagocitézis novekedés nem korlatozodik
csupan az apoptotikus sejtek felvételére. Az aktivalt magreceptorok hatdsara tobbek kozott
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kiilonb6z6, a fagocitozisban részt vevd receptorok, opszonizald és hidképzé molekulak génjei
aktivalodnak. Apoptotikus és nekrotikus timocitakat 24 oran keresztiil fagocitalo Raw 264.7
makrofagokkal végzett valds ideji kvantitativ PCR méréseink alapjan elmondhatjuk, hogy a
megvizsgalt néhany, az apoptotikus sejtek felvételét kovetéen a makrofagokban aktivalodo
magreceptor célgén (MerTK, TG2, Clgb, MFG-E8, SREBP1 és RARa) expresszioja nekrotikus
sejtek felvételét kovetden is hasonld mértékben megemelkedett. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
a nekrotikus sejtek bekebelezése az apoptotikusakéhoz hasonléan serkenti a makrofagok fagocitalo
képességét, igy gyorsitja az elhalt sejtek eltakaritasat.

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

Egyes korabbi tanulmanyok szerint, melyek soran korai apoptotikus és nekrotikus L929
internalizaciés mechanizmust hasznalnak az apoptotikus és a nekrotikus sejtek felvételéhez. Az
1929 sejtek apro apoptotikus testeket formalnak, melyek szorosan zar6dd fagoszomakkal, mig a
nagyméretii nekrotikus sejtek kisebb részletekben, a folyadék fazissal egyiitt, egy Un.
makropinocitozis-szerli mechanizmussal keriiltek felvételre. Az allab képzodés és a bekebelezés
megvizsgalva nem tapasztaltunk makropinocitozisra emlékeztetd képleteket. Mind az apoptotikus,
mind a nekrotikus timocitak bekebelezésénél szorosan zarodd fagoszomakat lattunk. Ezt az
ellentmondast a célsejtek méretének Osszehasonlitasa oldhatja fel. A mi kisérleti rendszeriinkben
hasznalt timocitak kisebb méretiick, mint az 1929 fibroblaszt sejtek, igy ebben az esetben a
makrofagok hasonld fagoszomak és allabképzédés segitségével tavolithatjak el a kisméretil,
kiilonboz6képpen elhalt timocitakat.

Mikor a kiilonb6z6 elhalt sejtek egyszerre voltak jelen a makrofagok mellett,
elektronmikroszkopos felvételeken, valamint konfokalis mikroszkopia segitségével készitett
timelapse videdkon is megfigyeltiik, hogy az apoptotikus és nekrotikus sejtek felvétele gyakran
torténik ugyanazon a fagocita portalon keresztiil, egymast kovetden. Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy hasonlé/azonos elére kialakult fagocita receptor klaszterek vesznek részt az apoptotikus és
nekrotikus sejtek felvételében. Ezt tdmasztotta ald az is, hogy az apoptotikus vagy nekrotikus
sejtekkel eldetetett makrofagoknal sem tapasztaltunk késobbi fagocitozis preferenciat, azaz a

kiilonbozoképpen elhalt sejtek felvétele fliggetlen volt az elézdleg felvett sejttipustol.
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Mindezek arra engednek kovetkeztetni, hogy a primer nekrotikus sejtek makrofagok
altali felvétele morfologiailag megegyezik az apoptotikus sejtfelvétellel és mindkét folyamatban
szerepet jatszanak az elhalt sejtek részérél a PS, a makrofagok részér6l pedig a Tim-4, MerTK,
integrin oyfs, TG2 molekulak. A GR, RAR és LXR magreceptorok aktivacidja a makrofagokban
mind az apoptotikus, mind a nekrotikus sejtfelvételt fokozza. Ennek jelentdsége lehet pl. az
apoptotikus sejtfelvételt célzo klinikai terapiak soran, melyek ezaltal javithatjak a nekrotikus sejtek
eltakaritasat is, igy hozzajarulva a kezelés sikerességéhez.

Az elhalt sejtek felismerésének hatasara a fagocitakban aktivalodo, a bekebelezést
elindito evolucidsan konzervalt jelatviteli utvonalak hatdsara tébbek kozott aktivalodnak a Racl és a
dinamin GTPazok, melyek lehetdvé teszik a citoszkeletalis atrendez6dést, igy a bekebelezéshez
sziikséges allabak képzodését. A Racl gatolt makrofagokkal végzett fagocitozis kisérleteink soran
azonos mértékben csokkent apoptotikus és nekrotikus sejtfelvételt tapasztaltunk, tehat valoszintileg
a fagocitozisban részt vevo receptorokon feliil az aktivalodo jelatviteli Gitvonalakon is osztozik az
apoptotikus és nekrotikus sejtfelvétel.

A dinamin megfelelé miikodéséhez sziikséges GTP-vel valo ellatasat az NDPK-k végzik.
C. elegans fonalféregben a DYN-1 és az NDK-1 bizonyitottan fizikai interakcioban vannak az
apoptotikus sejtek bekebelezése soran kialakuld fagoszomaék felszinén. Human monocita eredetii
makrofagok esetében is megfigyelheté volt a dinamin és az Nmel kolokalizacidja a fagocita
portalban, valamint Nmel hianyos hMDM-eknél csokkent fagocitozis figyelheté meg. Ragcsalo
modellben is megvizsgaltuk, hogy az Nmel NDPK hogyan jarul hozza az apoptotikus sejtek
eltakaritdsahoz. Nmel csendesitett egér BMDM-ek esetében is csokkent apoptotikus sejt
fagocitdzist tapasztaltunk. Ezek alapjan feltételezhet6, hogy a dinamin és az Nmel fagocitozist
tamogatd kooperacidja evoliicidosan konzervalt és sziikséges a sikeres fagocitozis lezajlasahoz.

A TG2 keresztkoté funkcidjanak és széleskorli interakcios képességének koszonheten
tobb szinten is segiti a sebgydgyuasi, szovetregeneralodasi folyamatokat. Hozzajarul az ECM
stabilizaciojahoz és Gjraszervezdéséhez, részt vesz kiilonbozo sejt-matrix kolesonhatasokban, anti-
inflammatorikus molekulaként szerepet jatszik az apoptdzis program lezajlasaban és makrofagokban
integrin B3 koreceptorként miikodve az apoptotikus sejtek eltakaritasaban is kozremiikddik. Annak
ellenére, hogy sokat tudunk a TG2 funkcioirol a szovetregeneracio soran, a vazizom regeneracioban
betdltott szerepe még nem tisztazott.

TG2 szerepére utal az embrionalis vazizom fejlédés soran. Sziiletés utan a TG2 normal esetben nem,
vagy csak igen alacsony szinten expresszalodik a vazizomban, azonban idiopatias gyulladasos

miopatidknal, valamint a regeneracioban fontos szerepet jatszo neutrofilekben és makrofagokban
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kifejez6dik. Mindezek alapjan gy gondoltuk, hogy érdemes TG2 hidnyos egereket hasznalva
megvizsgalni a TG2 CTX okozta vazizom sériilés utani regeneracioban betoltott szerepét.

A sériilést kovetd napokban kovetkeztethetiink a vazizom regeneraci6 hatékonysagara az
izomrostok méretéb6l. Laminin immunhisztokémiai festés alapjan a TG2 hianyos egerekbdl
szarmazé kontroll és CTX injekciot kovetéen 8 napja regeneralodd izomrostok keresztmetszeti
atmérdje kisebb, mint a vad tipustiaké. Ezen kivill a TG2 KO regeneralodé izomrostoknal a centralis
nem megfeleld milkodésére utalhat.

A regeneracio kezdeti fazisdban az izomba bedramld neutrofilek és gyulladasi
makrofagok, valamint a par nappal kés6bb megjelend “gyogyitd” makrofagok szamaban nem
tapasztaltunk kiilonbséget a TG2 hianyos és vad tipusu egerekben. Ha a jelen 1évé immunsejtek
szamaban nincs is kiilonbség, az altaluk termelt, a regeneraciot nagyban befolyasolé molekulak
mennyiségérol ez mar nem mondhat6 el. Kvantitativ valos idejiit PCR segitségével megallapitottuk,
hogy a regeneracio kezdeti szakaszaban a TG2 hianyos izomban jelen 1év6 leukocitak kevésbé
expresszaljak a szatellita sejtek aktivaciojahoz is elengedhetetlen gyulladasi citokineket (TNFa, IL1,
IL6). Ezen felill, a regeneracio késobbi szakaszaban, mikor mar a neutrofilek eltiinnek a szinrdl és a
7gyogyitd” makrofagok dominalnak, a TG2 hidnyos izomban csokkent az anti-inflammatorikus
TGFpB1,ugyanakkor megnovekedett a gyulladasos IL1 és TNFa citokinek expresszioja. Ezek alapjan
ugy tinik, hogy a TG2 hidnyaban az izomregeneracio soran lezajlo gyulladasi valasz csokkenten,
vagy kissé késleltetve jelenik meg.

A Gdf3 novekedési faktort izomregeneracié soran PPARy altal szabalyozott médon a
sokmagvu izomrostok kialakulasahoz. A Gdf3 szintje a TG2 KO regeneral6do izmokbdl szarmazd
leukocitakban csokkent, melyet mind mRNS, mind fehérje szinten kimutattunk. Ebbél tehat arra

kovetkeztethetiink, hogy a TG2 akar a Gdf3 fehérje szintjének befolyasolasan keresztiil is szerepet

fejlédés soran jelen van az ¢l6 mioblasztok felszinén és a miogén differenciacid soran a sejtek
kolesonhato régidiban fejezddik ki. A PS bokkolasa gatolja a miotubulusok kialakulasat a mioblaszt
fuzié gatlasan keresztiil. Egyes PS receptorok is részt vehetnek a mioblaszt fuzidban, ugyanis a PS
receptorok altal aktivalt jelatviteli utvonalak a Racl GTPazt aktivaljak, mely sziikséges a mioblaszt
fuzid soran végbemend citoszkeletalis atrendezédésekhez is. A Bail és Stabilin 2 direkt PS

hianyukban nem megfelelé izomfejlédés és csokkent sériilés utani regeneracio tapasztalhatd. Az
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embrionalis vazizom fejlédés és a sériilést kovetd izomregeneracid soran nagyon hasonld
folyamatok zajlanak le, igy nem meglepd, hogy a PS, a Bail és a Stabilin 2 szerepe is mindkét
folyamat soran bizonyitast nyert. A TG2 szintén részt vehet a mioblaszt fizidban azaltal, hogy
szerepet jatszik a PS felismerésében az integrin B3 és MFG-E8 molekulakkal egyiittmikodve, igy
aktivalva a Racl altali citoszkeletalis atrendezddést.

Ezen feliil a TG2 mas modon is kothetd az izomnoévekedéshez. Nemrégiben C2C12
mioblaszt sejtvonalon kimutattak, hogy tisztitott tejzsir globulus membran (MFGM) fehérje frakcio
hatésara, mely 82%-ban MFG-E8-at tartalmaz, az mTOR utvonalon keresztiil hatva megné a sejtek
proliferacidja. Az MFGM rendszeres fogyasztasa taplalékkiegészitdként egészséges felndtteknél
javitja a vazizom fizikai teljesitményét, beleértve az izomrostok keresztmetszeti teriiletének és
vezetési sebességének novekedését. Idokozben a szekretalodott TG2-rél is kideriilt, hogy a G
fehérjéhez kapcsolt receptor 56-hoz (GPR56) kapcsolodva, szintén az mTOR kinaz komplex
aktivalodasan keresztiil, serkenti a C2C12 mioblasztok fehérje szintézisét, ezaltal novekedését.
embrionalis vazizom fejlédés, mind a sériilést kovets izomregeneracid soran magyarazatot adna a
tapasztalt csokkent izomrost méretre a kontroll és a regeneralodé TG2 KO izmokban. Azonban a
szekretalodott TG2 ezen kiviill akar az MFG-E8-on, vagy a GPR56-on keresztiilis serkentheti az
mTOR jelatviteli utvonalat, ezaltal az izomrostok novekedését. Hogy a TG2 szerepét pontositsuk, a

tovabbiakban C2C12 mioblaszt sejtvonalon szeretnénk megvizsgalni a TG2 gatlas/csendesités
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6 OSSZEFOGLALAS

Az immunrendszer professzionalis fagocita sejtjeinek egyik f6 feladata a szervezetiinkben
nap mint nap keletkez$ elhalt sejtek eltakaritidsa. Az apoptotikus sejtek felvételével ellentétben a
nekrotikus sejttérmelék eltakaritasarol viszonylag keveset tudunk, pedig ezek a kiilonb6z6 sejthalal
tipusok gyakran egyiitt jelennek meg patologias helyzetekben. Kisérleteink soran hé és H,0, altal
elolt nekrotikus és szérum éheztetett apoptotikus timocitak egér BMDM-ek altali felvételét
vizsgaltuk in vitro. Eredményeink alapjan a makrofagok azonos hatékonysaggal képesek eltakaritani
az apoptotikus és nekrotikus sejteket, valamint a két sejttipus verseng a makrofagok altali felvételért.
¢és legalabb részben azonos fagocita receptorok kozremitkodésével (MerTK, Tim-4, integrin (3,
TG2), PS fliggé modon, akar ugyanazon a fagocita portalon keresztiil is torténhet. Az apoptotikus
sejtek altal kivaltott gyulladascsokkentd hatas részben a bekebelezést kovetéen a makrofagok lipid
érzékel6 receptorainak aktivalasan keresztiil torténik, mely hatasara megnd a makrofagok fagocitald
képessége és anti-inflammatorikus citokin termelése. Kimutattuk, hogy a makrofagok kiilonboz6
magreceptorainak stimulacidja az apoptotikusakéhoz hasonloan serkentette a nekrotikus sejtek
felvételét is, valamint, hogy kiilonb6z6 magreceptor célgének (MerTK, TG2, Clgb, MFG-ES8,
SREBP1, RARa) expresszidja hasonloképpen megnovekedett apoptotikus és nekrotikus sejtek
bekebelezését kovetden. Osszességében elmondhatjuk, hogy az apoptotikus és nekrotikus sejtek
eltakaritasa azonos mechanizmussal zajlik.

Az elhalt sejtek felismerésének hatasara a fagocitakban aktivalodo, evoluciosan konzervalt
jelatviteli utvonalak hatasara tobbek kozott aktivalodik a dinamin GTPaz, mely hozzijarul a
bekebelezéshez sziikséges citoszkeletalis atrendezddésekhez. A dinamin megfelelé miikodéséhez
sziikséges GTP-vel valo ellatasat az NDPK-k végzik. A dinamin és kiilonb6zé NDPK-k kapcsolatat
kiilonb6z6 membran atrendez6dési folyamatokban mar tobb fajban is kimutattak. Mi egér modellben
vizsgaltuk, hogy az Nmel NDPK hogyan jarul hozza az apoptotikus sejetek eltakaritasahoz. Nmel
csendesitett makrofagok esetében csokkent apoptotikus sejt fagocitozist tapasztaltunk. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a dinamin és az Nmel fagocitozist tamogatd kooperacidja evolicidsan
konzervalt és sziikséges a sikeres fagocitozis lezajlasahoz.

A TG2-nek tobbek kozott szerepe van az apoptozisban, az elhalt sejtek PS fiiggd
fagocitézisaban, valamint a sebgyogyuldsi folyamatok és a szoveti fibrozis szabélyozasaban is.
Hogy megvizsgaljuk a TG2 vazizom regeneracioban betoltott szerepét kisérleteink soran CTX altal
okozott sériilést kovetden vizsgaltuk vad tipusu és TG2 hidnyos egerek TA labszarizmait. A kontroll
és regeneralddo izomrostok keresztmetszeti teriiletének meghatarozasa alapjan a TG2 hianya a
vazizom fejlédés és a regeneracid hatékonysagat is csokkenti. A TG2 KO izmokban tapasztalt
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utalhat. Bar az izomban a gyulladds hatasara megjelend makrofagok és neutrofilek szdma nem
kiilonbozott jelentés mértékben, a regeneracid kezdeti szakaszaban TNFa, IL1B és IL6 gyulladasi
citokinek, késébbi szakaszaban a TGFB1 anti-inflammatorikus citokin és az 6sszes mért idopontban
a Gdf3 novekedési faktor génexpresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a TG2 hianyos
leukocitakban. Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a regeneraciéo soran lezajlo kezdeti
gyulladasi fazis, mely sziikséges a szatellita sejtek aktivacidjahoz, a TG2 hidnyaban csokkent,
esetleg késleltetve jelenik meg. Ezen felil az M2 vagy un. “gyogyitd” makrofagok anti-

inflammatorikus citokin termelése is csokkent a TG2 KO regeneralodé izomban. A Gdf3 novekedési

2, Bail), olyan jelatviteli Gtvonalakat aktivalhat, melyek a mioblaszt fuzié soran végbemend
citoszkeletalis atrendezddésekhez is szikséges Racl GTPazt aktivaljak. A szekretalodott TG2 ezen
kiviil akar az MFG-E8-on, vagy a GPR56-on keresztiil is serkentheti az mTOR jelatviteli Gtvonalat,

ezaltal az izomrostok novekedését.
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