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1. Bevezetés

A ham-mesenchyma atalakulas (EMT) soran a polarizalt hamsejt szamos biokémiai és
morfoldgiai atalakulast kovetéen mesenchymalis fenotipust nyer el (Kalluri&Weinberg
2009). Az EMT folyamatat els6ként Elisabeth Hay irta le, és vilagitott ra az
egyedfejlodés soran és a tumorigenezis kapcsan lejatszodd sejtszintii folyamatok
kiilonbozoségére (Hay 2005). Az EMT-nek harom tipusat kiilonboztetjiik meg, melynek
mindegyike eltérd funkciondlis szereppel bir. A fejlédés alatt zajlo (I. tipus) és
tumorigenezis kapcsadn leirt (IIl. tipus) hédm-mesenchyma 4talakulds mellett,
megkiilonboztetjiik a II. tipusi EMT-t, mely a sebgyogyulas, szoveti regeneracio ¢€s
fibrézis folyamataihoz kapcsolt fenotipusos valtozas (Sodek és mtsai 2012, Yanez Mo
¢s mtsai 2003). Korabbi adatokbol ismert, hogy gyulladas hatasara szamos sejttipus
(monocyta/makrofag, fibroblastok) képes beinditani a II. tipusit EMT-t kiilonb6zd
novekedési faktorok, mint példaul a transforming growth factor-beta (TGF-B) vagy
epidermalis novekedési faktor (EGF) szekrécigja révén. A TGF-B a kanonikus
Smad2/3-dependens ttvonalon keresztiil inditja el és szabalyozza a ham/mesenchyma
atalakulast. Ujabb irodalmi adatok azonban azt mutatjak, hogy a citokin hatasat szamos
Smad-independens szignal 1tvonal (pl. MAP kinaz) modositja, egésziti Ki
(Zavadil&Bottinger 2005, Derynck&Zhang 2003, Massagué 1998). A TGF-B
univerzalis szerepe az EMT folyamataiban egyértelmii, ahogy jol ismert a folyamat
biokémiai hattere is. Azonban kevés morfologia adat all rendelkezésre arra
vonatkozdan, hogy milyen intracitoplazmatikus kompartimentumokban (korai
endoszomak, caveolak, multivezikularis testek) lokalizalodnak az utvonal egyes elemei
¢s hogyan valtozik a szigndl molekuldk eloszlasa a jelatvitel dinamikajaval
parhuzamosan. Ugyancsak érdekes kérdés, hogy az egyes kompartimentumok
befolyasoljak-e a jelatvitel aktivitasat, és ha igen eldsegitik vagy leallitjak azt?
Altaldnosan elfogadott tény, hogy a TGF-B ligand-receptor komplex kétféle
endocitotikus utvonalon keresztiil internalizdlodhat. Az egyik ttvonal a jol ismert
clathrin-burkos vezikulak segitségével végbemend endocitozis. A klasszikus clathrin-
dependens endocitézis soran a receptor-ligand komplex az internalizaciot kovetden
EEA1 (korai endoszoma marker) pozitiv korai endoszémakba iranyitodik. A Kkorai

endoszomak kozponti szerepe a TGF-B jelatvitel elOsegitésében mara mar teljesen



elfogadott és egyértelmii. A korai endoszomak foszfatidil-inozitol-3-foszfat tartalmu
membrandoménjeik segitségével kiilonboz6 adapter fehérjék (pl. SARA) kapcsolodasat
biztositjdk membranjukhoz, ezaltal ,,odatoboroznak” jelatviteli molekulakat is és mint
szignalizacios koOzpontok segitik ezen fehérjék (pl. Smad2/3) hatakonyabb
foszforilacigjat. Az endocitozist kovetd lizoszomalis degradacio magaba foglalja a
multivezikularis test (MVB) képzddését is. A multivezikularis testek koztes allomas a
“korai” €s a lizoszomakkal 6sszolvadni képes ,,kés61” endoszoma allapotok kozott. Az
érési folyamat a korai endoszomak szintjén indul el, a multivezikularis testek az
endoszoma membran befiizddésével nyerik el jellegzetes morfologidjukat: benniik
szdmos, egységnyi méretl intralumindlis vezikulum (ILV) figyelhet6 meg
(Gruenberg&Maxfield 1995, Felder és mtsai 1990). Az intraluminalis vezikulumok
képzddésével szamos membranfehérje kerlil a multivezikularis testek lumenébe. A
folyamat egy 350 kDa nagysagu fehérjekomplex, az un. ESCTR komplex (endosomal
sorting complexes required for transport) segitségével megy végbe. A Korai
endoszomak ESCRT komplex tartalmi membranja felismeri és megkoti az ubiquitinalt
cargot. A MVB lumenének savasoddsa utan végbemegy a lizoszémakkal val6 fuzio. A
sejtfelszini receptorok intraluminalis vezikulumokba vald szortirozasa €s az ezt kovetd
lizoszomalis  degradacidja tehat nélkiilozhetetlen a  jelatviteli  események
szabalyozasaban (Katzmann et al 2001). Az endoszomak (,.korai”, MVB, ,kés6i”)
hatarolo6 membranjanak aszimmetrikus felépitése mindezek mellett valdsziniileg az
egyedi szignalok kialakitasahoz is biztosit fizikai feliiletet (Hanson&Cashikar 2012).
Kevésbé ismert az internalizacidé masik lehetséges utvonalanak, a caveolak
kozvetitésével végbemend endocitézisnak a szerepe €s jelentdsége a TGF-f jelatviteli
folyamatokban. A caveoldk omega vagy palack alakl plazma membran befiizédések,
melyek szdmos folyamatban jatszhatnak szerepet, példaul felvételi folyamatok
(endocitozis), szighal transzdukcio, sejtndvekedés szabalyozasa és sejthalal. Ismert tény,
hogy a TGF-B receptorok caveolin-1 pozitiv plazmamembran doménekben is
megtalalhatok és caveola-medialt Gtvonalon is internalizalédnak. Hossza ideig vitatott
volt, hogy a caveoldk kozremiikodésével végbemend endocitdzisnak milyen
citoplazmatikus kompartimentum(ok) a végallomasa(i). Mara mar elfogadott tény, hogy
a caveolaris endocitézis is a degradativ (lizoszomalis) Gtvonalra szallitja az altala felvett

ligandokat. A kérdés azonban az, hogy a korai endoszomak ennek az utvonalnak is a



koztes allomasai (Hayer és mtsai 2012), és hogy a multivezikularis testek keletkezése
része-e a folyamatnak. Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a caveolaris endocitdzis a
korai endoszomak kozremukodésével a TGF-B jelatvitel molekulait a degradativ
utvonalra iranyitja, ily moédon a szignal leallitasdban jatszik szerepet.

Ujabb kisérleti eredmények alapjan felvetédik, hogy az EMT folyamataban a
TGF-B jelatviteli molekuldk mellett mas szabalyozo6, finoman hangolé molekuldk is
szerepet jatszanak. Az egyik ilyen lehetséges molekularis szabalyozd az Gsztrogén
receptor a (ER-a) (Guttila és mtsai 2012, Ye és mtsai 2010, Planas-Silva&Waltz 2007).
A Kklasszikus elképzelés szerint az Osztrogén receptorok transzkripcios faktorként a
magban fejtik ki hatasukat (Beato és mtsai 1995). Ez az elképzelés azonban a
plazmamembranhoz kotott, ott jelenlévé ER pool és a ligand independens ER-medialt
hatasok felfedézésével megvaltozott. Napjainkban mar teljesen elfogadott tény, hogy az
0sztrogén receptor populacio egy Kkisebb szazaléka (5-10%) jelen van a
plazmamembranon, és kiilonbozo jelatviteli utvonalak (MAP kindz, protein kindz C, Src
kin4z, PI3K) aktivaldsan keresztiil non-genomikus, és genomikus hatdsokat egyarant
képes kivaltani (Levin 2009, Song&Santen 2006, Song és mtsai 2005, Simoncini és
mtsai 2004, Razandi ¢és mtsai 1999, Migliaccio és mtsai 1996, Pietras&Szego 1977).
Mostanra egyértelmiivé valt, hogy a hormon-independens ER-a aktivacié valosziniileg
novekedési faktor utvonalak aktivitasat segiti (Hall és mtsai 2001).

Az Osztrogén receptorok természetes ligandja, az Osztradiol (E2), jol ismert
morfogén. Szdmos adat ismert arra vonatkozdan, hogy a gonadalis szintézis mellett
Osztrogén extragonadalisan (zsirsejtekben, osteoblastokban (Bruch és mtsai 1992),
chondrocytakban, vascularis endothel sejtekben (Bayard és mtsai 1995), aorta simaizom
sejtekben (Murakami ¢és mtsai 1998), agyszovetben (Labrie és mtsai 1997) is
termelédik. fgy az E2 nemcsak mint endokrin faktor van jelen a szervezetben, de
eléfordulasa extragonadalis kornyezetben, lehetévé teszi, hogy lokalisan, mint
paracrin/intracrin faktor fejtsen ki biologiai hatast (Simpson és mtsai 2000, Labrie és
mtsai 1998, Labrie és mtsai 1997). Fontos hangstlyozni, hogy az E2 ezeken a helyeken
valoszintileg csak in loco hat, de a magas lokalis koncentraciok jelentés biologiai
hatassal birnak (Simpson és mtsai 1999).

Az eukaridta sejtek alapvetd sejtbiologiai folyamatai koziil az autofagia (a sejtek

Oonemésztd folyamata) a hossz életidejii fehérjék lebontasaért, valamint a sériilt,



felesleges vagy eloregedett sejtorganellumok eltavolitaséért és turnoveréért felelds. A
makroautofagia folyamata kiemelt jelentdségli a szoveti 1jjaszervezddésben, a
remodellingben, és mint alapveté biolégia folyamat szerepet jatszik
immun/inflammatorikus reakciokban. Irodalmi adatok utalnak arra, hogy az Gsztrogén
(0sztradiol) lehet az egyik lehetséges kivaltoja a gydgyulas folyamatdban, az eredeti
morfologia ,,visszaallitisaban” szerepet jatszo autofagianak a hormon independens,

extragonadalis szovetekben (Yang és mstai 2013).
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Célkitiuzések

Eldzetes fénymikroszkdpos vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a patkany

hashartya mesothel sejtei fenotipusos valtozason mennek keresztiil Freund
adjuvans kezelés hatasara. Kisérleteink elsé szakaszaban ultrastrukturalisan
is igazolni kivantuk, hogy a megfigyelt valtozasok valoban az irodalomban
leirt ham-mesenchyma atalakulas 1épéseivel megegyeznek. Tekintettel arra,
hogy a TGF-p az EMT fontos szabalyozodja, arra is valaszt kerestiink, hogy
vajon a citokin jelen van-e illetve szerepet jatszik-e a Freund adjuvans
indukalta gyulladasos folyamatban in vivo. Az alabbi kérdésekre kerestiik a

valaszt:

Milyen ultrastrukturalis valtozasok figyelheték meg a gyulladas és az ezt

kovet6 regeneracié soran hashartya mesothel sejteiben in vivo koriilmények

kozott?

A kezelés hatasara a hasiiregben jelen vannak-e ill. termelédnek-e a gyulladasos

folyamatokban szerepet jatszo proinflammatorikus citokinek (IL-1, IL-6)?

Jelen van-e a TGF-f a hasiiregben, és ha igen, hogyan valtozik a szekrécidja a

Freund adjuvans indukalta gyulladés soran?

Jelen vannak-e a kanonikus TGF- jelatviteli Gtvonal elemei (TBRII/Smad7)

mesothel sejtekben? Ha igen, hogyan valtozik ezen molekuldk sejten beliili

eloszlasa/kompartmentalizacidja a gyulladés soran?

Van-e szerepe a caveolaris internalizacionak a TGF-B jelatviteli folyamat

aktivitasanak szabalyozasaban?
Tekintettel arra, hogy az EMT folyamatanak szabalyozasaban a TGF-3
jelatviteli molekulak mellett az 6sztrogén receptor o (ER-a) is részt vehet
(az ER-a és TGF-p sejt- és szovetspecifikusan ellentétes hatast fejtenek ki),
munkank kovetkezd szakaszaban arra kerestiink valaszt, hogy az ER-a jelen
van-e mesothel sejtekben. A kérdés felvetést korabbi vizsgalataink
eredményei indokoltak: Freund adjuvans kezelés hatasara a mesothel sejtek
makrofag jellegii sejtekké differencialodhatnak, ily modon a mesothel sejtek

gyulladds soran forrasdul szolgdlhatnak a hasiiri folyadékban nagy
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mennyiségben megjelené makrofagoknak. Jol ismert, hogy a makrofagok
ER-a-t expresszalnak. A kovetkezd kérdések megvalaszolasat tiztik ki

célul:

A mesothel sejtek valoban expresszalnak-e ER-a-t, ha igen milyen ezen
receptor sejten beliili eloszlasa?

Hogyan valtozik a fehérje expresszidja €s citoplazmatikus eloszlasa gyulladasos
koriilmények kozott?

Vannak-e olyan citoplazmatikus organellumok, ahol az ER-a talalkozik
(talalkozhat) a TGF-f utvonal molekulaival (caveoldk, multivezikularis testek)?
Van-e a receptornak természetes ligandja a hasiiregben, és ha igen, hogyan

valtozik a hormon szekrécios szintje a gyulladas/regeneracio fazisaiban?

A gyulladast koveté fazisban megfigyelt emelkedett E2 szint folvetette a
lehetdséget, hogy a hormon esetleg a regeneracioban jatszik szerepet. Ujabban
valt ismertté, hogy a szex szteroidok autofagia beinditdsan keresztiil segitik a
szoveti Ujjaszervezddést, regeneraciot. A kovetkezd kérdésekre szerettiink volna

valaszt kapni:

Megfigyelheté-e autofagia a mesothel sejtekben a gyulladas/regeneracio
fazisaiban, ha igen, mutat-e a folyamat Osszefiiggést a szekretalt E2 idébeni
Vajon az E2 nélkiilozhetetlen az autofigia folyamatdban vagy esetleg mas

hatasok (TNF-a) is érvényre jutnak?



3. Anyag&Modszer

Anyag: Kisérleteinkhez kontroll és Freund adjuvanssal kezelt him Sprageu-Dawley

patkanyokbol eltavolitott mesentériumot (vékonybél peritoneum) hasznaltunk. 1 ml

komplett Freund’s adjuvanst injektaltunk az allatok hasiiregébe, majd a kezelést kovetd

elsé napon (D1), masodik napon (D2), harmadik (D3), 6todik (DS5), hatodik (D6),

nyolcadik (D8) és tizenegyedik napon (D11) az allatokat dekapitaltuk. Az igy nyert

mesentériumot tovabbi morfologiai vizsgalatokhoz dolgoztuk fol, illetve az izolalt

mesothel sejteket biokémiai vizsgalatokhoz hasznaltuk.

A kisérletekben alkalmazott technikak:

egyes ¢€s kettdés immunjel6lés fagyasztott félvékony metszeteken

kett6s immunjelolés fagyasztott ultravékony metszeteken (Tokuyashu-technika)
hagyomanyos elektronmikroszkopia

mesothel sejtek izolalasa kollagenazos emésztéssel

immunprecipitdcid és Western blot analizis izolalt mesothel sejtekbdl nyert
teljes sejt lizatumbol

izolalt mesothel sejtekbdl nyert extractumbol mRNS expresszios vizsgalatok
kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcioval (QRT-PCR)

chemiluninescence immunoassay hormon detektalasara szérum ¢és hasiri
folyadékbol



4, Eredmények

4.1 A TGF-p indukalta haim-mesenchyma atalakulas morfologiai és biokémiai

karakterizalasa mesothel sejtekben

4.1.1 Az EMT-t bizonyito6 ultrastruktaralis valtozasok

Elézetes fénymikroszkdpos vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy Freund adjuvans
kezelés hatasara a mesothel sejtek jellegzetes valtozasokon - ham-mesenchyma
atalakuldson (EMT) - mennek keresztiil: elveszitik lapham jellegiiket (csokken a
citokeratin ¢és E-kadherin — ham markerek — expresszioja) és morfologiajukat, és
mesenchymalis markert - vimentint - expresszalnak illetve kobham jellegii sejtekké
alakulnak (Katz és mtsai 2012). Munkank elsé szakaszaban ultrastruktaralis
vizsgalatokkal kovettiik nyomon a fenotipusos valtozasokat, amelyek a kezelést kovetd
masodik-harmadik napra valtak egyértelmiivé. A gyulladasos stimulus hatasara a lamina
bazalis dezintegralédik, a laphamsejtek lekerekednek, a sejtkapcsold strukturak
szétesnek, a sejtek szdmos plazmamembran nyulvanyt ndvesztenek, polaritasukat
elveszitik. Mindezekkel parhuzamosan jelentésen megnd a mitokondriumok szama,
nagy mennyiségli poliriboszoéma, transzport vezikulumok, illetve egyre nagyobb szamu
multivezikularis test (MVB) volt megfigyelhetd a sejtek citoplazmajaban. A kezelést
kovetd 5. nap utan egészen a 11. napig a mesothelsejt réteg fokozatos regeneracioja
figyelhetd meg, amely a folyamatos, sejtkapcsold strukturakkal (zonula occludens,
zonula adherens) Osszertartott lapham morfoldgia visszanyerésével €s a lamina bazalis

visszaépiilésével valik egyértelmiivé.

4.1.2 Freund adjuvans kezelés hatasara gyulladasos citokinek termelédnek és

TGF-p szekretalédik a hasiiregbe in vivo

Annak igazolasara, hogy a Freund adjuvans kezelés valoban gyulladast indukal a
mi in vivo rendszeriinkben, proinflammatorikus citokinek expresszidjat vizsgaltuk a

mesothel sejtekbdl nyert extraktumban. Kvantitativ RT-PCR vizsgalatokkal igazoltuk,



hogy a gyulladasos citokinek (IL1a, IL1b és IL6) expresszidja szignifikansan emelkedik
a kezelést kovetd harmadik napig, majd 06tddik napra a mRNS expresszio
downregulacidja volt megfigyelhetd, jelezve a gyulladdsos folyamat lecsengését.
Tekintettel arra, hogy az EMT egyik fontos szabalyozdja a TGF-B, vizsgaltuk, hogy a
mi rendszeriinkben jelen van-e a citokin. Western blot vizsgalataink eredményei
egyérterlmiien igazoljak, hogy a TGF-B jelen van a hasliri moséfolyadékban, és

szekrécios szintje szignifikansan emelkedik a kezelést koveté masodik-harmadik napra.

4.1.3 Morfolégiai vizsgalatok a TGF- jelatviteli folyamatban szerepet jatszo
molekulak sejten beliili eloszlasanak, ill. ezen eloszlas valtozasanak

nyomonkovetésére mesothel sejtekben

Morfologiai vizsgélataink soran a kanonikus TGF-f jelatvitel kozvetitésében
nélkilozhetetlen TGFP receptor Il (TPRII) ill. a folyamat leallitasaban fontos szerepet
jatsz6 Smad7 sejten beliili eloszlasat, ill. annak valtozasat kovettiik nyomon. Konfokalis
mikroszkdpos eredményeink igazoltdk, hogy a TPRII jelen van kontroll és kezelt
mesothel sejtekben egyarant. A gyulladds harmadik és 6todik napja kozott a receptor
EEA1 (korai endoszoma marker) marker pozitiv struktirdkban figyelhetd meg a
citoplazmaban. Annak igazoldsidra, hogy a caveolaris internalizaci6 a jelatviteli
események ledllitdsaban jatszhat szerepet azaltal, hogy a degradativ Uitvonalra széllitja a
jelatviteli molekuldkat, TPRII és caveolin-1 kettds jeloléses immunfluoreszcens
vizsgalatokat végeztiink. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a gyulladast kovetd
harmadik napon TPBRII mar caveolin-1 pozitiv strukturdkban is jelen van, a kezelést
kovetd otodik napra azonban a két fehérje erdteljesen kolokalizdl mind a
plazmamembranon, mind pedig a citoplazmaban.

A Smad7 fehérjét morfologiailag (immunfluoreszcens jeloléssel) a kezelést
kovetd harmadik naptol sikeriilt kimutatnunk mesothel sejtekben. Smad7 jelolést a
plazmamembranon, caveolin-1 fehérjével kolokalizalva, valamint a citoplazmaban

detektaltunk.
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414 A caveolaris endocitozis lehetséges szerepe a TGF-f utvonal

szabalyozasaban

Annak vizsgélatara, hogy a caveoldk kozremiikddésével internalizalt fehérjék
milyen utvonalon érkezenek el a degradacié végsd allomasdhoz a lizoszomakhoz,
caveolin-1 és EEA1 markerekkel kolokalizacios vizsgalatokat végeztiink. A kezelést
kovetd harmadik napon a mesothel sejtek citoplazmajaban szamos, kolokalizaciéra
utald puncta volt megfigyelhetd. Fagyasztott ultravékony metszeteken elvégzett kettds
jeloléses immuncitokémiaval ezen kolokalizacioét egyértelmiien bizonyitottuk: a két
marker minden esetben konzekvensen a formaldédé multivezikularis testek (MVB)
limital6 membranjat jelolte, jelezve, hogy mind a caveolin-1 pozitiv, mind az EEAI
pozitiv membran domének részt vesznek a MVB limitdl6 membranjdnak alkotasaban.
Ezen eredményeinket kiegészitettik elektronmikroszkopos és  morfometriai
vizsgalatokkal, ami alatamasztotta, hogy a gyulladast kovetd harmadik napra a MVB-k
szdma jelentdsen megnd. A mesothel sejtek lizatumabol elvégzett immunprecipitacids
eredményeink is igazoljak, hogy a Freund adjuvéns kezelést koveté harmadik napra a
TBRII ko-immunoprecipital, azaz erdteljesen asszocial Cd63 multivezikularis test
markerrel. Immunprecipitaciés eredményeink tovabba megerdsitették morfologiai
vizsgalataink eredményét: caveolin-1 antitesttel kapott immunprecipitdtumban nagy
mennyiségli Cd63-at detektaltunk a gyulladast kovetd harmadik napon, 6todik napra
azonban a caveolin-1 rab7-tel (kés6i endoszoma, lizoszoma marker) mutatott kifejezett
asszociaciot, jelezve, hogy a caveolin-1 a klasszikus endocitotikus utvonalon (korai
endoszoma - multivezikularis test - késdi endoszoma - lizoszoma) keresztiil
degradalodik. A caveolin-1 Western analizissel igazolt, hogy teljesen degradalodik és

nincs jelen a rendszeriinkben a regeneracid periodusaban.
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4.2 Az ER-a és osztradiol lehetséges szerepe az EMT folyamataiban

4.2.1 Az osztrogén receptor alfa (ER-a) expresszidja és subcellularis eloszlasa

mesothel sejtekben

Munkank soran elséként sikeriilt igazolnunk, hogy patkény hashartya mesothel
sejtekben kontroll koriilmények kozott, és gyulladds soran ER-o expresszalodik.
Immuncitokémiai vizsgalataink azt mutatjak, hogy a mesothel sejtekben az §Sztrogén
receptor o nemcsak a sejtmagban és a citoplazmaban, hanem a plazmamembranon is
jelen van. A plazmamembran receptor pool aszimmetrikus eloszlast mutatott azon
mesothel sejtekben, melyek még a lamina basalissal szoros kapcsolatban alltak: az ER-a
a sejtek luminalis (hastireg feldli) oldalan, caveolin-1 pozitiv membranteriileteken volt
kimutathat6. A mar levalt, lekerekedett mesothel sejtek plazmamembranjan egységes

receptor eloszlast detektaltunk.

4.2.2 Az ER-a expresszidjanak valtozasa gyulladasos események soran

Az ER-a expressziojanak valtozasat a gyulladdsos folyamat soran biokémiai
vizsgalatokkal kovettiik nyomon. Kvantitativ RT-PCR eredményeink azt mutatjak, hogy
az ER-a mRNS szinten a gyulladéast kovetd harmadik-6tddik napra downregulalodik.
(Hasonl6 eredményeket kaptunk a tobbi receptor, az ER-f és a G-fehérje kapcsolt
(GPR) 30 gRT-PCR vizsgalata soran). Western blott eredményeink azt bizonyitjak,
hogy a gyulladast koveté harmadik és otodik nap kozott a fehérje expresszidja
szignifikansan fokozodik. A késébbi iddpontokban (D8-D11 kozott) az ER-a azonban

nem volt detektalhato.
4.2.3 Az ER-a és TGF-p utvonal taldlkozasa a caveoldk szintjén
Fénymikroszkopos immuncitokémiai vizsgélataink (konfokalis mikroszkopos
felvételeink) azt mutatjak, hogy kezeletlen és a gyulladt, mesenchymalis atalakuldson

atment mesothel sejtekben az ER-a szinte kizardlag caveolin-1 fehérjével egyiitt fordul

el6 a plazmamembranon ¢és a citoplazmaban egyarant. Fénymikroszkopos
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eredményeinket fagyasztott ultravékony metszeteken végzett ER-a és caveolin-1 kettds
immunjeldlés is megerdsitette. Elektronmikoszkopos felvételeinken egyértelmiien
lathato, hogy az ER-a caveolin-1 pozitiv vesiculdkban szallitodik a plazmamembranrol
a citoplazma belseje felé. A gyulladast kovetd 3.-5. nap kozott a receptor a
citoplazmaban, a MVB-ek kozelében jelenlévd caveolakban, ill. a MVB-ek limitalo
membranjaban van jelen.

Fénymikroszkopos kettés jeloléses (ER-o/TPRII) immuncitokémiai vizsgalataink soran
a mesothel sejtek citoplazmajaban szdmos, kolokalizacidra utalo, narancssarga puncta
volt detektalhato. Morfologiai eredményeink azt igazoljak, hogy a gyulladas bizonyos
idépontjaban, a TGF szignalling leallitdsdhoz, mind az ER-a, mind TBRII ugyanazt az

internalizaciés utvonalat, a caveoldkat hasznalja.

4.2.4 Extragonadalis 6sztradiol detektalhato a hasiiregben in vivo gyulladasos

koriilmények kozott

Chemilumineszcens assay segitségével az Osztrogén (E2) jelenlétét sikertilt
kimutatnunk a Freund adjuvanssal kezelt patkanyok hasiiregi moso6folyadékaban
kontroll ¢és gyulladasos koriilmények kozott. A gyulladas harmadik napjan és ezt
kovetden az 5. és 11. nap kozot a hasiiri mosofolyadékban az E2 koncentracioja
szignifikans emelkedett. Ezzel szemben a szérumban az E2 koncentricidja a
gyulladasos folyamat teljes iddskaldjan végig a detektalhatosagi szint alsd hataran
maradt. Eredményeik egyértelmilen igazoljdk az extragonadalis Osztrogén jelenlétét.
Ezen extragonadalis hormon forrasdul valodsziniileg a zsirsejtekbdl felszabaduld

aromatizalt androgén hormonok szolgéalnak.
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4.3 Az autofagia lehetséges szerepe a szoveti regeneracié folyamatiaban

4.3.1-2 Az autofagia szerepe a mesothel sejtek eredeti lapham

erers

Az extragonadalis Osztrogén jelenléte, és a mesentérium regeneraciodja soran

detektalt magas koncentracioja felvetette a Iehetdséget, hogy a hormon szerepet jatszhat
a szoveti Ujjaszervezddésben autofagia beinditasan keresztiil, melyre friss irodalmi
adatok is utalnak.
Hagyomanyos elektronmikroszkopos felvételekkel és morfometriai adatokkal igazoltuk,
hogy a mesothel sejtekben a regeneracié megindulasaval (D5 és D6 kozott) erdteljes
autofagia indukalodik: szdmos autofdg vakuolum volt megfigyelhetd a mesothel sejtek
citoplazmajaban. Immunoblot vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a regeneraci6 soran az
autofag vakuolumok megjelenésével parhuzamosan fokozodik az LC3B (autofag
marker) aktiv formajanak (LC3B-II) expresszidja.

Annak igazolasara/kizdrasara, hogy az Osztrogén szerepet jatszik az autofigia
indukaldsdban vizsgaltuk, hogy hogyan véltozik egy olyan citokin - a TNF-a
expresszios szintje, amelyrdl altalanosan ismert, hogy autofagiat indukal. A TNF-a
expresszioja a gyulladast kovetd masodik naptdl egészen a 11. napig szignifikdnsan
magas szinten maradt. (Valosziniileg a regeneracioban megfigyelt magas TNF alpha
szint az aromatdz enzim upreguldlasan keresztiil jarul hozza a fokozott E2
szintéziséhez). Irodalmi adatokbol ismert, hogy az Osztrogén alternativ (MAP kinaz)
utvonalakon keresztiil indithatja be az autofagia folyamatat, melynek szdmos 1épésében
(membran formacio, lizoszomaval vald fuzid) az ERK fehérje szerepét is igazoltak.
Altalanosan ismert az a tény, hogy a TNF-o is az ERK foszforilacidja révén indukal
autofagiat. Immunoblot eredményeink igazoljak, hogy a regeneraci6 soran (D6), akkor,
amikor az autofag vakuolumok érése, lizoszomaval valo fuzidja figyelheté meg a

mesothel sejtek citoplazméjaban, az ERK erételjes foszforilacigja detektalhato.

14



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Kovetkeztetések

A 11 tipust epithelialis-mesenchymalis atalakulasra in vivo modellt vezettiink be
a mesenterialis mesothel sejtek Freund-adjuvans okozta gyulladasos reakcidja
formajaban

A mesothel sejtek izolalalasaval lehetdvé valt biokémiai modszerekkel fehérje és
mRNS szintli valtozasok detektalasa

A gyulladasos reakcido soran id6belileg vizsgaltuk és leirtuk a sejtek
ultrastruktaralis eltéréseit, valamint a gyulladast igazolo interleukinok és TGF-
jelenlétét.

Megallapitottuk, hogy a TGF-p jelatvitel két fehérjéje (TBRII, Smad7) jelen van
mesothel sejtekben és a gyulladdsos reakcié mdasodik felében a sejtmembran
fel6l attevédnek korai és kés6i endoszomakba. Ebben a folyamatban a caveolak
¢és caveolin-pozitiv struktarak jatszanak szerepet, melyek mind fény- ¢és
elektronmikroszképos  immuncitokémiaval, mind immunprecipitacioval
igazolast nyertek.

Munkankkal el6szor sikeriilt leirni az ER-a jelenlétét, expresszidjanak, sejten
beliili eloszlasanak valtozasat kontroll ¢€s gyulladasos folyamatokban.
Kimutattuk, hogy a sejtmembranon jelenlévé ER-a mesothel sejtekben szinte
kizarolag  caveolakban fordul el6, és caveolak kozremiikodésével
internalizalodik.

Eredményeink egyértelmii bizonyitékkal jarulnak hozza, hogy in vivo (kontroll
¢és gyulladasos korilmények kozott) extragonadalis Osztrogén van jelen a
hasiiregben, melynek egyenletesen magas szekrécios szintje a gyulladast kovetd
regeneracios fazisban is megfigyelhetd volt.

A gyulladasos reakcio csticspontjan és masodik felében jelentésen megnétt az
autofag vakuolumok szama mesothel sejtekben, amelyet késobb a sejtek
laphdmsejtekké torténd visszaalakulasa kovetett. Ugy véljiikk, hogy az
extragonadalis Osztrogén autofidgia indukéaldsan keresztiil jarul hozza a

mesothelium ujjaszervezédéséhez.
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