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Bevezetés

A mesothelium egyrétegli laphamsejtekbdl — mesothel sejtekbol — allo réteg, amely
béleli a test savos iiregeit. A mesothel sejtek nem csak egy surlédasmentes felszint
biztositanak glilkézaminoglikdnok ¢€s a hialuronsav termelésiik révén, hanem részt vesznek a
transmesothelidlis transzportban, gyulladdsos mediatorokat termelnek, képesek az
antigénprezentaciora, részt vesznek a tumor ndvekedésben és —disszemindcidban, a
koagulacios ¢és fibrinolitikus folyamatokban, de jelentds szereppel birnak a hashartya
regeneracidja soran is (Mutsaers 2002).

A mesothel sejtek lapos, elnyult sejtek, amelyeket leginkabb a magjuk alapjan lehet
azonositani. Mind az apikalis, mind a bazélis plazmamembranon nagyszamu palack-, omega-
alaki membranbefiizddés figyelheté meg. A citoplazmajukban csak néhany sejtorganellum
(mitokondriumok, endoplazmas retikulum és néhany multivezikularis test) figyelheté meg. A
mezenteridlis kotészovetben csak néhany sejtes elem (fibrocitak, hizosejtek és granulocitdk),
ill. kollagénrost kotegek és erek lathatéak (Katz és mtsai 2011, 2012).

A Freund adjuvans intraperitonealis injekcidja ham-mesenchyma atalakulast (EMT)
valt ki a hashartya mesothel sejtjeiben (Katz és mtsai 2012). Az EMT fogalmat Elisabeth Hay
vezette be 1995-ben a csirkeembrid primitiv csikjanak fejlodése kapcsan (Hay 1995).

A ham-mesenchyma dtalakulds lépései:
e a hamsejtek elveszitik az intercellularis kapcsolataikat,
e clveszitik polaritasukat,
e abazalis membran degradalodik,
e a citoszkeleton atrendezodik,

e asejtek képessé valnak a migraciora.

Az EMT-nek harom tipusat kiilonithetjiik el: az I tipus az embriogenezis, szervfejlédés soran;
a III tipus a tumorndvekedés és —disszeminacids folyamatok kapcséan figyelheté meg, mig a Il
tipus a szdvetregeneracio €s fibrozis soran, a gyulladasos stimulus fennallasaig tartd folyamat

(Kalluri és Weinberg 2009).



Mesothel sejt-makrofig datalakulas?

Laboratériumunkban kordbban elvégzett vizsgalatok egyértelmiien igazoljak, hogy a
Freund adjuvéns kivaltotta hashartyagyulladds sordn a hasiiregben dramai modon
megemelkedik a peritonealis makrofagok szama (Kiss ¢és Kittel 1995, Katz és mtsai 2011). A
peritoneélis makrofagok eredete mind a mai napig nem egyértelmiien tisztazott. Tobb
forrasbol is szarmazhatnak. A vérbol stimulus hatasara az erek falan at kivandorlé monocitak,
valamint a hashartya un. tejfoltjaiban nyugvo, rezidens makrofagok aktivalodéasa, migracidja
nagymértékben jarul hozza a hasiliregben megjelend, heterogén eredeti makrofag
populacidhoz. A gyulladas soran a hasiliregben megjelend makrofagok nagy szama azonban
nehezen magyarazhat6 csupan csak ezzel a két forrassal (a kezeletlen allatok hasiiregében 10°
/ml, mig a gyullad4s-indukci6 hatasara 107 /ml a peritonealis makrofagok szdma). Az
adjuvans kezelés hatasara bekovetkezd nagymértékli morfologiai véltozasok, és a mesothel
sejtek levaldsa a mezentériumrdl felveti annak a lehetdségét, hogy ezek a sejtek specidlis
stimulus hatdsara makrofaggd vagy makrofag-szeri sejtté differencidlodhatnak, és egy

harmadik forrasaul szolgalhatnak a peritonealis makrofagoknak.

GM-CSF és GM-CSF receptor

Granulocyte-macrophage-colony  stimulating-factor (GM-CSF) a makrofagok
terminalis differenciaciojat indukalja (Shiomi és Usui 2015). A GM-CSF, mint hemopoetikus
citokin fokozza az aktivitasat és a talélését a granulocitdknak, makrofagoknak és dendritikus
(oszteoblaszt, simaizom, endotél és epitél sejteknek) is (Rasko és Grough 1994). Ezt a citokint
az aktivalt T-limfocitdk (Gasson és mtsai 1984), monocitdk, fibroblasztok, endotélsejtek és
aktivalt keratinocitak is képesek termelni (Metcalf és mtsai 1986, Kupper és mtsai 1988).

A GM-CSF a hatasat egy citokin-specifikus o és egy kozos Pc alegységbdl felépiild
heterodimer receptoron keresztiil fejti ki (Martinez-Moczygemba és Huston 2003). A GM-
CSF jelatviteli mechanizmusanak szabalyozasaban a legfontosabb szerepet a citoszolikus
tirozin kinazok jatsszak, ezek koziil a legfontosabb a Janus kindz 2 (JAK2). A GM-CSF
kotddése a receptorahoz szdmos jelatviteli utvonalat aktival: JAK/STAT, MAPK, PI3K és

crer

(van de Laar és mtsai 2012).



Célkitiizések
Vizsgalataim sordn, nyomon kivantam kovetni a Freund adjuvans kivaltotta
morfologiai valtozasokat a hashartya mesothel sejtjeiben.
A mesothel sejtek plaszticitasat és a ham-mesenchyma atalakulés soran bekodvetkezo
citoszkeletalis atrendezddés 1épéseit immuncitokémiai modszerekkel vizsgaltam.
A mesothel sejt-makrofag atalakulas in vitro vizsgalatara egy hashartya tenyésztési
technikat dolgoztam ki. Az atalakulas kivaltasa céljabol a primer mezentérium
kultirdkat GM-CSF-el kezeltem ¢és a kivaltott valtozdsokat fény- ¢&s
elektronmikroszkopos technikakkal vizsgaltam.
Kisérleteim soran igazolni szerettem volna a GM-CSF receptor jelenlétét a
mezentérium kultirak mesothel sejtjein, ezért GM-CSF receptor a ellenanyaggal
kimutatast végeztem. A mesothel sejt-makrofag 4talakulas bizonyitdsara ED1 pan-
makrofag markert alkalmaztam.
A GM-CSF jelenlétét az in vivo rendszerben (a gyulladas kiilonb6z6 idépontjaibol
szdrmazo6 peritonedlis mosofolyadékbdl és a mesothel sejtek lizatumabol) Western
Blot analizis segitségével szerettem volna bizonyitani.
A GM-CSF receptor in vivo rendszerben vald jelenlétét a mesothel sejteken
immuncitokémiai és Western Blot technikékkal kivantam igazolni. A mesothel sejt-
makrofag  4talakulast a  gyulladds  kiilonb6z6  idOpontjaibdl  szdrmazo
hashartyamintdkon EDI1 antitest segitségével szerettem volna bizonyitani, mind
immuncitokémiai, mind Western Blot analizissel.
Annak igazolasara, hogy a mesothel sejtek 4talakulasahoz sziikség van a receptor-
ligand internaliz4ciojara, Dynasore kezeléssel gatoltam a burkos vezikuldk
plazmamembranrdl valé lefliz6dését, majd vizsgaltam a mesothel sejtek EDI

expressziojat.



Modszerek
Anyag:

In vivo kisérletek: A hashartyagyulladas kivaltasara 1 ml komplett Freund adjuvanst
injektaltam a 70-90 napos, him, Sprague-Dawley patkanyok (200-250g) hasiiregébe. 1, 3, 5,
6, 7, 8,9, 10, 11, 20 napos inkubaciés idok utan a kezelt és kezeletlen allatok hashartyajat
eltavolitottam.

In vitro kisérletek: a primer mezentérium kulturakat kezeletlen allatok hashartyajanak
eltavolitasaval, majd Dulbecco’s Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F12) tenyésztdi médiumban 37°C-on, 5% CO: koncentracion vald inkubdldsaval
hoztam létre. A mintdkat GM-CSF-el kezeltem (1 ng/ml), majd 1, 2, 3, 6, 8 és 24 o6ran
keresztiil termosztitban tartottam. Az endocitozis blokkoldsdra a mezentérium kultarakat
80uM Dynasore-ral 1 6ran keresztiil elékezeltem, ill. a citokinkezelést ezzel kiegészitettem.
Alkalmazott modszerek:

e fény- és elektronmikroszkdpia
e immuncitokémia

e \Western Blot

Eredmények

1) A Freund adjuvéns intraperitonedlis injekcidja akut hashartyagyulladast valt ki a
patkanyok hasiiregében. Az adjuvanskezelés hatasara (3-5. nap) a lapos, elnyult mesothel
sejtek térfogata megnd, kobalakiivda valnak, citoplazma nyualvanyokat novesztenek a
mezenterialis kotdszovet felé, elveszitik intercelluldris kapcsolataikat és tobb sejt el is hagyja
a hashartya felszinét. A citoplazmajukban megnd a sejtorganellumok szama: tobb
mitokondrium, jol fejlett Golgi-késziilék, durvafelszinli endoplazmas retikulum és
multivezikularis test figyelhetdé meg; sejtkapcsold struktiraik szétestek, a bazalis lamina
degradalodott és elveszitették polaritasukat. A gyulladds 6-7. napjaiban tobb autofag
vakuolum lathat6 a felszinen rétegekbe rendezddott mesothel sejtek citoplazmajaban, tobb
levalt sejt is megfigyelhetd a hashartya kozelében. A mezenteridlis kdtdszovetben megndtt a
sejtes elemek ¢és az erek szama. A gyulladas 8-9. napjaiban az autofdg vakuolumok
domindlnak a még nagyobb térfogati mesothel sejtekben, jelezve, hogy a regeneracio
elkezdédott, de néhany sejt kozott mar megfigyelhetéek a sejtkapcsold strukturdk. A
gyulladas-indukciot kovetd 11. napon a mesothel sejtek laposak, elnyultak, teljesen befedik a

mezentérium mindkét felszinét a citoplazméjukban csak néhany sejtorganellum lathato, a



bazalis lamina és a sejtkapcsold struktirak jol megfigyelhetdek. A hashartya morfologiaja
hasonl¢6 a kezeletlen allatbdl szarmazé mintakhoz.

2) Az EMT soran megfigyelhetd citoszkeletalis atrendezddést immuncitokémiai
modszerekkel kdvettem nyomon. A Freund adjuvans kivaltotta gyulladas soran vizsgéltam a
citokeratin (hamsejtekre jellemz0 intermedier filamentum fehérje) és a vimentin (leginkabb a
kotoszoveti sejtekre jellemzd citoszkeletalis fehérje) expresszidjat a mesothel sejtekben. A
gyulladés hatdséara a sejtek citokeratin expresszidja folyamatosan csokken, majd megsziinik,
ezzel parhuzamosan a vimentin expresszidja fokozodik.

Annak igazolasara, hogy a mesothel sejtek plasztikus sejtpopulaciot képviselnek
Hsp47 és nestin kimutatast végeztem. A kezeletlen mesothel sejtekben kimutathatoak ezeket a
fehérjék, €s a gyulladas hatasara expresszidjuk fokozodik.

3) A GM-CSF mesothel sejtekre gyakorolt hatasat in vitro kisérlettekkel vizsgaltam: a
primer mezentérium kultirdkat DMEM/F12 tenyésztéi médiumban inkubéltam 1, 3, 6, 8, 12,
24, 48 oran keresztiil. Amikor a médiumhoz GM-CSF-t adtam (1 ng/ml) és 6-8 oOraig
inkubéltam, a mesothel sejtekben dramai valtozasok torténtek: a citoplazma térfogata
nagymértékben megnétt, a sejtek kerekdedebbé valtak, a mezenteridlis kotészovetben tobb,
vastag kollagénrost koteg volt megfigyelhetd. A mesothel sejtek citoplazma nyulvanyokat
novesztettek, tobb sejt kozott az intercellularis kapcsolatok megsziintek, jelezve, hogy
polaritasukat elveszitették.

4) A harom napig tenyésztéi médiumban inkubalt mezentérium kulturdk mesothel
sejtjei nem expresszaljak az ED1 makrofag markert. Ezzel szemben a 6-8 6ras 1 ng/ml-es
GM-CSF kezelés hatasara erdteljes ED1 immunpozitivitds volt tapasztalhato. A GM-CSF
altal kivaltott valtozasok hatterében jelatviteli folyamatok allnak. Annak igazolasara, hogy a
jelatvitel soran sziikséges-e a ligand internalizacidja, Dynasore kezelést alkalmaztam. A
Dynasore gatolja mind a clathrin-burkos vezikuldk, mind a caveoldk lefliz0dését a
plazmamembranrdl (Fletcher és mtsai 2012). Dynasore jelenlétében a mesothel sejtek nem
expresszaltdk az ED1-¢et.

A GM-CSF hatédsanak kifejtéséhez sziikséges a receptoranak jelenléte a mesothel
sejteken. Immuncitokémiai vizsgalataim kimutattdk, hogy a harom napig tenyésztdi
médiumban inkubalt mezentérium kultarak mesothel sejtjei expresszaljak a GM-CSF
receptort. Amennyiben a DMEM/F12-t GM-CSF-el egészitem ki, a 8 oras inkubaciot
kovetden nagymértékii GM-CSF receptor a expresszid-fokozodas volt tapasztalhatd, mind a
plazmamembranon, mind a citoplazmaban.

5) A GM-CSF jelenlétét az in vivo rendszerben vizsgalva, Western Blot analizissel

bizonyitottam, hogy a peritonealis mosofolyadékban a citokin cstcskoncentracidja a



gyulladas 5-8. napjaiban volt megfigyelheté. FErdekes adat, hogy a GM-CSF, mind a
kezeletlen, mind a gyulladast kovetd regeneracios fazisban is - kis mértékben ugyan -, de
kimutathat6 a hastiregben, jelezve, hogy a citokin dllandé komponense a hastiri folyadéknak.

Annak bizonyitdsara, hogy a mesothel sejtek képesek termelni ezt a citokint a
gyulladas kiilonb6z6 idépontjaibdl szarmazo mesothel sejtek lizatumabol mutattam ki a GM-
CSF-et Western Blot technikdval. A kezeletlen allatokbdl szarmazo mesothel sejtek a GM-
CSF-et nem expresszaljak, de a gyulladas-indukciot kovetd 3. napon mar kimutathaté a
jelenléte. A citokin az expresszidos maximumat az 5. napon éri el, utana mennyisége csokken,
mig a 11. napon mar nem kimutathato.

6) A GM-CSF receptor kimutathato a kezeletlen allatokbol szarmazé mintak mesothel
sejtjein, bar citoplazmatikus lokalizacidjuk a laphdmjellegb6l adoddan nehezen megitélhetd, a
konfokalis mikroszkoppal készitett felvételeken a plazmamembranhoz kapcsolédnak. A
gyulladds 3. napjan, amikor a mesothel sejtek kobalakuvéa valnak, a receptor expresszidja
fokozodik és a citoplazméban tobb immunpozitiv struktira figyelheté meg. A gyulladas 5.
napjan az immunpozitiv strukturdk mérete megnd és mélyen a citoplazmaban helyezkednek
el. Az immuncitokémiai vizsgéalatok alatdmasztdsara a GM-CSF-receptor a-at Western Blot
vizsgalattal is kimutattam a gyulladas kiilonb6z6 idépontjaban a mesothel sejtek lizatumabol.
A receptor kimutathat6 a kezeletlen sejtekbdl, de expresszidja a gyulladas hatasara fokozodik,
maximumat az 5. napon éri el, utdna mennyisége csokken.

A kezeletlen allatokbol szarmazé mesothel sejtek lizatuméaban az ED1 (mesothel sejt-
makrofag atalakulds indik4tora) nem kimutathatd, mig a gyulladas 3. napjan a sejtek mar
aldtdmasztjadk az immunoblot eredményeket: a kezeletlen mesothel sejtekben a makrofag

marker nem kimutathato, a gyulladas hatdsara azonban expresszidja fokozodik.

Kovetkeztetések
A Freund adjuvans peritonealis injekcidja markans valtozasokat eredményez a
hatasara sejtproliferacio, citoszkeletdlis atrendez6dés és migracid figyelhetd meg. Az
adjuvans kezelés kivaltotta gyulladas hatasara a mesothel sejtekben bekdvetkezd morfologiai
valtozasok arra utalnak, hogy ezek a sejtek hdm-mesenchyma atalakulason (EMT) mennek
keresztiil. A munkdm soran elvégzett immuncitokémiai vizsgalatok (citokeratin és vimentin
expresszios valtozasai, Hsp47 €s nestin pozitivitas) igazoljdk a mesothel sejtek II tipusit ham-

mesenchyma atalakulasat.



A Freund adjuvans kivaltotta akut peritonitisz sordn a hasiiregben dramai mértékben
megnd a peritonealis makrofagok szdma. A mesothel sejtek adjuvans kezelés hatasara
bekovetkezd markans valtozasai, ill. a citoszkeletalis fehérjék expresszidjanak valtozasa és a
sejtek Hsp47, nestin pozitivitasa, felveti a lehetdségét annak, hogy a mesothel sejtek ham-
mesenchyma atalakulds révén hozzajarulhatnak ehhez a nagymennyiségben megjelend
makrofag populdcidhoz. A gyulladds sordn a mesothel sejtek levalnak a mezentérium
felszinérdl, a makrofagokhoz hasonlé morfoloégiat mutatnak ¢és makrofag markereket
expresszalnak (ED1, OX43, CD63). A mesothel sejt-makrofag atalakulas kivaltasara GM-
CSF kezelést alkalmaztam primer mezentérium kultirdkon. A citokinkezelés hatdsara a
mesothel sejtek térfogata megnott, a sejtek elveszitették sejt-sejt és sejt-martix kapcsolataikat
¢s ED1 markert kezdtek expresszalni. Ez igazolta, hogy a GM-CSF képes kivaltani a
mesothel sejt-makrofag atalakulast. Az alkalmazott immuncitokémiai vizsgalataim soran
Kimutattam a GM-CSF receptorat mind az in vivo, mind az in vitro rendszerbél szarmazo
mintakon. Western Blot vizsgalataim igazoltdk, hogy a mesothel sejtek termelik és
szekretaljak a GM-CSF-et, amely hatasat feltehetéleg autokrin szabalyozassal fejti ki.

Az elvégzett in vitro és in vivo kisérleteim egyértelmiien bizonyitjak, hogy a gyulladas
soran a mesothel sejtek hdm-mesenchyma atalakuldson mennek keresztiil. Az EMT soran
képesek makrofaggd vagy makrofag-szeri sejtté differencidlodni és az atalakulashoz az

Osszes faktor (receptor és citokin) is jelen van a mesothel sejtekben vagy azok felszinén.
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