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Roviditések jegyzéke

BSA: bovine serum albumin, marha szérum albumin

BM: bazilis lamina (bazalis membran)

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenil-indol (fluoreszcens festék)

DDR: Diszkoidin doménnel rendelkezd receptorok

EBP: elasztin-koto fehérje

ECM: Extracellularis matrix

GAG: gliik6zaminoglikdn

GFP: green fluorescent protein, zold fluoreszkalod fehérje

GP: glikoprotein

HA: hialuronsav

LanB1: Laminin B1 a fehérje béta alegysége

MMP: matrix-metalloproteinaz

MR: mannéz recepor

PG: proteoglikan

PTU: fenil-tiol-urea

PBS: phosphate-buffered saline, foszfattal pufferolt sdoldat (pufteroldat)

PBST: phosphate-buffered saline with triton-x, foszfattal pufterolt s6oldat triton-x-el
PFA: paraform-aldehid

TIMP: tissue inhibitor of metalloproteinase, szoveti matrix-metalloproteinaz gatlo

VNC: ventral nerve cord, ventralis idegkoteg



Bevezetés

ECM fogalma és jelentOsége a tobbsejtil eukaridta szervezetekben

A tobbsejtli eukariota szervezetek mitkodéséhez elengedhetetlen egy szoveteket koriilvevo,
azokat 0sszekotd réteg, mely receptorok altal kdlcsonhatasban all a sejtekkel, illetve a sejtek
kozotti térben taldlhatd anyagokkal, példaul ionokkal, hormonokkal, 1égzési gazokkal,
anyagcsere intermedierekkel és végtermékekkel. Ezt a réteget altalanosan extracellularis
matrixnak (roviden ECM) nevezziik (Karamanos és mtsai., 2021; Szabd, G., 2009). Az ECM
egymassal kapcsolatban allo alkotoelemeivel 1étrehoz egy stabil, de dinamikus egységet, ami
hozzajarul a szdveti homeosztazis fenntartdsdhoz és a szervezet megfeleld mitkkodésé¢hez. Az
ECM beboritja a szervezet kiilonbozd szoveteit, szerveit, ezaltal elvalasztja és egyfttal
0sszekoti azokat (Karamanos €s mtsai., 2021; Mouw és mtsai., 2014; Szabd, G., 2009). A matrix
foként fehérje ¢és szénhidrat makromolekuldkbol felépiild Osszetett halézat. A matrix
komponensek kivalasztasat, valamint lebontasat végezhetik lokalisan a sejtek (Alberts, 2022;
Szabd, G., 2009), de fiziologias és patologias esetekben is eléfordulhat, hogy egyes sejttipusok
épitik fel vagy bontjak le tobb mas szovet bazalis membranjat (Jiirgensen és mtsai., 2020; Zhao

¢és mtsai., 2022).

Az ECM komponenseinek molekuldris szerkezete evoluciés konzervaltsagot mutat,
valamint az alkot6 makromolekulak osztalyai is megdrzddtek, mégis szamos kiilonbozd
megjelenésli €és tulajdonsagi ECM-et ismeriink (Alberts, 2022). Ez a valtozatossag egyrészt
magyarazhatd az Osszetevok szervezddésével, azzal, hogy hogyan és melyik komponensek
kapcsolodnak Ossze. Masrészt az ECM fehérjék, szénhidratpolimerek és makromolekuldak
szovetspecifikus kifejezddésével, mely meghatirozza az adott szovet mitkodéséhez sziikséges

ECM 0sszetételt és szerkezetet (Alberts, 2022; Karamanos €és mtsai., 2021).

A matrix azon kiviil, hogy kitolti a sejtek kozotti teret és fizikai tdmasztékot biztosit a sejtek
szdmara, szamos tovabbi feladatot 14t el, amit a bonyolult kémiai Osszetétele, valtozatos
komponensei €s Osszetett felépitése tesz lehetévé (Mouw és mtsai., 2014). Az ECM kozvetiti
az extracellularis térbdl érkezo jeleket a sejtek szamara, ezért a sejt és ECM fehérjék kozotti
interakciok kritikusak abbol a szempontbo6l, hogy a sejtek adhézidja, migracidja megtdrténjen

(Hynes, 2009; Itoh, 2021; Karamanos €s mtsai., 2021).

Bizonyos szovetek esetében az ECM ,.barrier” funkcidkat 14t el, tehat megakadalyozza a
sejtek és molekuldk vandorlasat, atjutasat egyik szoveti rétegbdl a masikba. Citokinekhez,

novekedési faktorokhoz és egyéb jelatvivdé molekuldkhoz kotddve kontrollalja azok aktivitasat,
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elérhetdségét a sejtek szdmara. Az ECM-nek ez a ,,tarold” funkcioja lehetové teszi a jelatviteli
utak finomhangolasat a fiziologiai sziikségletekre adott valaszoknal (Alberts, 2022; Hynes,
2009; Theocharis és mtsai., 2016). Ez a funkci6 szerepet jatszik az immunsejtek migracidja €s
aktivacidja soran, eldsegiti a tulélésiiket, valamint modulalja a gyulladdsos valaszokat
(Jiirgensen és mtsai., 2020). Az ECM - immunsejt kolcsonhatasok diszregulacidja vagy az ECM
defektusai felelések lehetnek autoimmun betegségek, kronikus gyulladésok, egyéb patologidk
kialakulasédban (Iozzo & Gubbiotti, 2018; Lu és mtsai., 2011).

Az ECM komponensek tlzott felhalmozodésa egy szdvetben szoveti hegesedést és a szerv
miikodési zavarait eredményezi, ezt fibrozisnak hivjuk. Szamos szerv esetében bekovetkezhet,
beleértve a tiidot, majat és a vesét. A fibrozis kialakuldsanak hatterében az ECM
makromolekulak szintézisének és lebomlasanak diszregulacidja all, amely gyakran a fibrotikus
fehérjék (példaul a Kollagén) tovabbi fokozott termeléséhez vezet (Zhao és mtsai., 2022). A
makrofagok kiemelt szerepet toltenek be a fibrozis okozta gyulladdsos folyamatok soran,
fenotipusainak, szerepkoreinek vizsgalata tobb kutatas fokuszaban all (Wynn & Vannella,

2016), mégis szdmos folyamat tisztdzatlan.

Az ECM befolyasolhatja a tumorok progresszidjat is a sejtadhézid, migracié és a
sejtproliferacid szabalyozasaval. Az ECM 0sszetételében és szerkezetében bekdvetkezd
valtozasok olyan mikrokdrnyezetet hozhatnak létre, amely eldsegiti a rakos sejtek invaziojat és

metasztazis képzését (Karamanos, 2019; Lu és mtsai., 2011).

Ezen kiviil az ECM jelentds szerepet jatszik az erek szerkezetének és miikddésének
fenntartasaban, éppen ezért az Osszetételében bekdvetkezd valtozasok hatassal vannak a sziv-
¢s érrendszeri betegségekre, példaul az ateroszklerdzis és a magas vérnyomas patogenezisére
(Iozzo & Gubbiotti, 2018; Mithieux & Weiss, 2005). Egy-egy komponens hidnya vagy
funkcionalisan sértilt formdja is okozhat stlyos rendelleneségeket (Karamanos és mtsai., 2021).
A IIL. tipust Kollagén génjének mutacidja okozza az Ehlers-Danlos-szindromat, melynek
tiinetei a nyualékony bor, rendkiviil rugalmas iziiletek €s a vérerek sériilékenysége (Leganger és
mtsai., 2016). A Marfan-szindromaban a Fibrillin fehérje génjében bekovetkezett mutacioé miatt
toredezett rugalmas rostok képzddnek, mely az aorta tdguldsat (aneurizma) vagy megrepedését

okozhatja (1. abra) (Coelho & Almeida, 2020).
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1. abra A matrix komponensek hibdja az emberi test szamos szervrendszerét érintd betegségben szerepet jatszik.
Ezek az ECM-fiiggd betegségek a hianyzo vagy funkcioképtelen fehérjék miatt alakulnak ki, és aberrans jelatviteli

aktivitas vagy a létfontossagu szervek szerkezeti ésszetevéinek dezorganizacioja révén manifesztalodnak (lozzo &
Gubbiotti, 2018).

ECM fobb komponensei és receptorai

Az ECM-et felépité makromolekuldk lokalisan a sejtek altal termelddnek. A legjellemzébb
ECM termeld sejttipusok a fibroblasztok, kondrocitak és oszteoblasztok (Alberts, 2022). Az
ECM fehérjék, makromolekuldk szintézise tobblépcsds folyamat, ami a kiilonb6zé molekula
tipusoknal eltérhet. Az endoplazmatikus retikulumban végbemend poszttranszlacios
modositasok kiemelt fontossdgiak, mivel majdnem minden ECM fehérje glikozilalt. A felépiild
matrix komponensek szekrécios utvonalak révén keriilnek a sejten kiviilre, ahol megtorténik az

organizaciojuk, stabilizaciojuk (Karamanos és mtsai., 2021; Onursal és mtsai., 2021). A sejtvaz
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Az is fontos a megfeleld ECM struktara kiépiiléséhez, hogy a sejt belsé vazrendszere adapter
fehérjék és receptorok révén kapcsolatban alljon a tobbi sejttel, illetve ECM komponensekkel

(Alberts, 2022; Hynes, 2009).

Fibrillaris fehérjék
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2. abra Az extracellularis matrix makromolekulak csoportositasa. Zélden vannak jelélve a fehérjék, pirossal a
GAG-ok, (Alberts, 2022 — alapjan).

A matrix kialakulasaban és felépitésében alapvetéen harom makromolekula osztalyba
tartozo fehérjék és szénhidrat-polimerek vesznek részt: a gliikdzaminoglikdnok (réviden GAG-
ok), a fibrillaris fehérjék (példaul a kollagének), valamint a glikoproteinek (GP), melyeknek
altalaban tobb matrix makromolekuldt valamint sejtfelszini receptort kotd doménje van (2.

abra) (Alberts, 2022; Hynes, 2009; Karamanos €s mtsai., 2021; Theocharis és mtsai., 2016).

Emldsokben kozel 300 matrix fehérje talalhato, ebbdl 36 féle proteoglikan, vagy 40 kollagén
¢s tobb mint 200 glikoprotein, valamint a becslés nem tartalmazza a matrix-asszocialt
fehérjéket, illetve azokat az enzimeket sem, melyek modositjdk a kotéseket a matrix
komponensek kozott (Alberts, 2022). Az ECM komponenseket és az ECM-asszocialt fehérjéket
kodolo gének Osszeségét matrisome-nak nevezziik (Hynes & Naba, 2012). A humén matrisome

1027 gént tartalmaz, ez a teljes genom 4%-a, valamint a ragcsalé matrisome 1110 gént tartalmaz



(Golusda és mtsai., 2021), mig tovabbi modellszervezetek matrisome méretérdl in silico

predikcidk allnak rendelkezésiinkre (Karamanos és mtsai., 2021).

Gliikozaminoglikanok (GAGok) és proteoglikanok (PGk)

A glikozaminoglikanok hossza, el nem &4gazd poliszacharidok, amelyek ismétlddd
diszacharid egységekbdl allnak. Ezek az egységek jellemzéen hexdézamint (N-acetil-
gliikozamint vagy N-acetil-galaktozamint) és uronsavat (gliikkuronsavat vagy iduronsavat)
tartalmaznak. A legtobb GAG negativ toltésii a szulfat- vagy karboxilcsoportjaik miatt, amelyek
lehetévé teszik szamukra, hogy vonzzdk a vizmolekuldkat és ellendlljanak a nyomoerdnek,
fenntartva a szdvetek hidrataltsagat, valamint biztositva a kompresszioval szembeni ellenallast
az iziiletekben és a kotdszovetekben (Alberts, 2022). Szamos GAG molekula ismert, az egyik
ilyen a Hialuronsav (HA), mely az egyediili nem szulfatalt GAG. Nagy, hidratalt polimereket
képez, amiknek jelenléte szamos szdvet szamara nélkiilozhetetlen (Karamanos és mtsai., 2021).
A Hialuronsav a CD44 nevi I. tipusu transzmembran sejtadhézidés molekula ligandja, tehat a

CD44 képes kotni a HA-t (3. abra) (Yoshifumi Itoh, 2021).

A proteoglikédnok egy kdzponti magfehérjébol allnak, mellyel kovalensen kapcsolodhatnak
egy vagy tobb GAG oldallanchoz. Méretiiket, szerkezetiiket és funkciojukat tekintve igen
véltozatosak. Egészen a kisméretll sejtfelszini proteoglikanoktdl a nagy, Osszetett
matrixmolekulékig terjed sokszinliségiik. Az Aggrekan egy nagy méretli PG, ami elsdsorban a
porcokban taldlhatd, ahol HA-val és mas matrixmolekuldkkal kolcsonhatasba 1épve nagy
aggregatumokat képez (Hynes, 2009; lozzo & Schaefer, 2015; Karamanos ¢és mtsai., 2021). A
Perlekan egy fontos heparan-szulfat proteoglikan. Hozza hasonldéan a Decorin egy kisméretli
PG, amely a kollagénrostokhoz kotédik és szabalyozza azok képzddését (Iozzo & Schaefer,

2015).

Fibrillaris fehérjék és a kollagén csalad

A kollagén-tipusu fehérjék az extracelluldris matrix legnagyobb mennyiségben eléfordul6d
alkoto6i, amelyek kiilonféle szovetek, példaul bor, csont, inak és porcok szerkezeti vazat hozzak
1étre (Szabd, G., 2009). A mechanikai szilardsag biztositasa mellett kulcsfontossagu szerepet

jatszanak a szoveti homeosztazis és a jelatvitel biztositasaban (Karamanos és mtsai., 2021).

A Kollagén egy tripla hélix fehérje, amely harom polipeptidlancbol all. Az alfa-hélix
lancokban minden harmadik aminosav glicin, ez teszi lehetdvé a molekula szamara a

rugalmassagot. Nagyszamban tartalmaz prolin, illetve hidroxiprolin aminosavakat, melyek



hidroxil csoportjai H-hidkotéseket formalnak, ezzel stabilizélva a triplahélixet. A lizinek és
hidroxilizinek kovalens keresztktéseket alakitanak ki a triplahélixek kozott, igy 1étrehozva a

kollagénrostokat (Szabo, G., 2009).

A Kollagén szintézise egy Osszetett folyamat, amely intracellularis és extracellularis
1épésekbdl all. Prokollagén prekurzorként szintetizalédik a durva felszinii endoplazmatikus
retikulum lumenében. Ezutan szamos poszttranszlacios modositason megy keresztiil, majd
szekrécids vezikuldkba csomagolodik és kivalasztodik az extracellularis térbe, ahol specifikus
enzimek, ugynevezett prokollagén peptidazok eltavolitjak a propeptideket, ezzel lehetove téve
a kollagén fibrillumok Osszeépiilését. Végiil lizin-oxidaz enzimek a tropokollagén szalak kozott
kovalens keresztkotéseket hoznak 1étre, mely folyamat végén vizben oldhatatlan, fibrillaris
kollagénrostokat kapunk (Kadler és mtsai., 2007; Karamanos €s mtsai., 2021; Onursal és mtsai.,

2021).

A Kollagén szdmos sejtfelszini receptorral kolcsonhatasba 1ép, hogy szabalyozza a sejt
viselkedését. Ilyen transzmembran receptorok a heterodimerikus integrinek, melyek a sejt
adhézioban elengedhetetlenek. A Kollagénhez az alf1, a2f1 és allfl integrinek kotédnek
(Heino, 2014). A receptorok aktivalasa intracellularis utakat indit el (mint a FAK ttvonal),
melyek a sejtproliferacioban és a differencidlodas soran elengedhetetlenek. Diszkoidin
doménnel rendelkezd receptorok (DDR-ek) is képesek megkotni a Kollagént, ilyen a DDRI és
a DDR2 Kollagén altal aktivalt tirozin kindz receptorok. Rajtuk keresztiil szabalyozodnak olyan
folyamatok, mint a sejtmigracié és az ECM-remodeling (3. abra) (Itoh, 2021).

Az FElasztin szintén egy fibrillaris fehérje, mely foként a gerincesekben taldlhatd6 meg
(Alberts, 2022). A kotdszoveti rugalmas rostok alapanyaga, elsdsorban a bdérben, tiid6ben,
illetve az erek faldban fordul el6, lehetdveé téve ezen szovetek szdmara, hogy egy erdteljesebb
megnyulas vagy 0sszehizodas utan visszanyerjék eredeti formdjukat. A Kollagénhez hasonldan
az Elasztin is rostokba rendezddik, illetve kapcsolodik sejtfelszineken 1évd adhézids
fehérjékhez (Alberts, 2022; Mithieux & Weiss, 2005). Az Elasztin rostok elsddleges receptora

az elasztin-koto fehérje (EBP) (Karamanos és mtsai., 2021).

Glikoproteinek (GPk) - multiadhézios fehérjek

Az ebbe a csoportba tartoz6 molekulak tobbsége kiilonbozé matrixmolekuldkat kotnek 6ssze
egymdassal vagy a sejtmembranban talalhatdé receptorokkal. Rendszerint rovid €s elagazo
oligoszacharidlancot tartalmaznak, valamint gyakran képeznek egymassal aggregatumokat. Ide

soroljuk a Fibronektineket, Laminineket és a hozzajuk kapcsol6d6 Nidogént (Szabo, G., 2009).
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A Fibronektin egy dimer glikoprotein, amely két kozel azonos alegységbdl all, amelyeket
diszulfidkotések kapcsolnak 6ssze. Két f6 formaban létezik, az ECM-ben taldlhaté oldhato
Plazmafibronektinként, illetve oldhatatlan celluldris Fibronektinként (Alberts, 2022).

A Laminin egy heterotrimerikus glikoprotein, amely o, B és y lancokbol all. A bazélis lamina
nélkiilozhetetlen alkotdéeleme. A Lamininek férgekben, ecetmuslicdban és emldsokben is
egyarant megtalalhatok. a, B és y lancait egy-egy kiilon gén kodolja. Idedig 5 a, 3 B, és 3 vy
lancot azonositottak gerincesekben, melyek tobb mint 16 kiilonb6zé izoforméaban
szerelddhetnek 0ssze. A Lamininek szovetspecifikus médon fejezédnek ki. Az a, B, és v lancok
kereszt vagy T-, Y- esetleg I- alaku szerkezetekben fordulnak eld. A lancok Osszeszerelddésiik
soran alakitanak ki rovid és hosszi karokat. A rovid karok diszulfidban gazdag doméneket és a
sajat polimerizacidjahoz sziikséges N-terminalis globularis domént tartalmaznak. A hosszua kart
a harom lanc helikalis felcsavarodasabol kapjuk meg, ami C-terminalis globularis doménnel
zarddik. A Laminin a karjain keresztiil tobb ECM molekulaval kapcsolatba 1ép (Durbeej, 2010;
Hallmann és mtsai., 2020; Hohenester, 2019; Hohenester & Yurchenco, 2013; Karamanos és
mtsai., 2021). A Lamininek az LG doménjiikdn keresztiil kapcsolodnak a sejtfelszineken 1évd
receptorokhoz, példdul integrinekhez (a6B1) vagy Disztroglikdnhoz, illetve szdmos mas BM

fehérjéhez (Perlekanhoz, Nidogénhez) (3. abra) (Itoh, 2021).

Modellszervezetekben, foként egérben, muslicaban végzett funkcidvesztéses kisérletek
soran szdmos funkcioja feltérképezésre keriilt (Karamanos és mtsai., 2021), illetve mara az
Osszes Laminin alegységet kapcsolatba hoztak emberi betegségekkel is. Példaul, a LAMAZ2,
LAMA3, LAMB3, LAMC2 ¢és LAMB2 mutéacior ritka, de stlyos velesziiletett
rendellenességeket okoznak; velesziiletett izomdisztr6fidt (Durbeej, 2015), junkcionalis

epidermolysis bullosat (Has & Nystrom, 2015) és Pierson-szindromat (Funk és mtsai., 2018).
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3. abra Az ECM és sejtfelszini receptorok halozata. A bazalis membran, a stromalis ECM és az ECM receptorok
sematikus abrazolasa. Lathato a Laminin, a Kollagén IV (Coll-1V), a Kollagén I (Coll-1), az Elasztin, a Fibronektin
(FN), a Tenascin C (TNC), proteoglikan (PG) és a Hialuronsav molekula (HA). Az ECM receptorok kéziil az
integrinnek, a Szindekan (SDC), a diszkoidin domén tirozin kindz receptorok (DDR-ek) és a CD44 van dabrdzolva.
Az integrinek kiilonbozoé matrix komponenseket kotnek, beleértve a Kollagént, Laminint és FN-t. Az SDC heparan-
szulfat (HS) lancokon keresztiil koti meg a TNC-t és az FN-t. A DDRI a fibrillaris kollagénekhez (Coll-I, Coll-1I,
Coll-111) és Coll-1V kétédik, mig a DDR?2 csak a fibrillaris kollagénekhez kotodik. A CD44 kotédik a HA-hoz (Itoh,
2021).

Bazalis membran és molekulai

A bazalis lamina vagy bazalis membran (BM) az extracellularis matrix (ECM) specialis
tipusa, amely a ham- vagy endotelidlis sejtek és az alatta 1év0 kotdszovetek hatarfeliiletén,
illetve izom, zsir, Schwann és glia sejtek koriil talalhato (Mouw és mtsai., 2014). Szerkezeti
tamogatast biztosit €és biokémiai jeleket kozvetit, amelyek szabdlyozzdk a  szdvetek
szervezddését, a sejtek migraciojat, differencialodasat és talélését (Alberts, 2022; Karamanos

€s mtsai., 2021; Theocharis és mtsai., 2016).

A bazélis lamina Osszeéllitasaban két fo Kollagén vesz részt: a IV. Kollagén és a VIIL
Kollagén. A Kollagén I'V-et egy amino-termindlis 7S domén ¢és egy karboxi-termindlis NC1
domén jellemzi, ezek globularis domének, amelyek eldsegitik a hexamerek, illetve dimerek
képzddését. Ezek egymassal erdsen rendezett racsszerkezeteket alkotnak. A VII. Kollagén
hosszu dimereket képez, amelyek azutdn meghajlanak és dsszekapcsolodnak a IV. Kollagén

racsok globularis régioival. A bazalis laminan beliil a lamininek a sejtfelszinen képeznek
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réteget, amit lancai kozotti kolcsonhatasok, valamint a Laminin globuléris régioi és a
sejtfelszini receptorok (példaul integrinek és disztroglikan) kozotti kotdédés erdsit meg. A TV.
Kollagén nidogéneken keresztiil kotédik a lamininekhez, és vazat képez a lamininek tetején (4.
abra). Ezt a struktirat a VII. Kollagén is rogziti, tovabba 0sszekotheti a bazalis laminat a

retikuléris laminaval és igy 1étrehozza az alapmembrant (Mouw és mtsai., 2014).

Nidogén
[~

e
Perlekan

i Laminin

IV. tipustu Kollagén

sejtmembran

Integrin

4. abra A bazalis membran haloszerii strukturdja és komponenseinek kélcsonhatasdat bemutato dabra,
(Tu, 2017) — alapjan.

ECM remodeling

Az érett ECM kornyezeti ingerekre, példaul eréhatisra vagy fizikai sériilésre reagéalva
dinamikus atalakulason is ateshet, ami lehetové teszi a szOvet szamara a homeosztazis
fenntartasat és a fiziologiai kihivasokra és stresszhatasokra, koztik a betegségekre vald
reagalast (Humphrey és mtsai., 2014; Mouw ¢€s mtsai., 2014). Az ECM-nek ez a képessége
nélkiilozhetetlen a szervek novekedéséhez, illetve a szoveti regeneracid folyamataihoz is. Az
szintézisét és ujjaszervezését (Lu és mtsai., 2011). A matrix atalakulésat pontosan szabalyozzak
olyan enzimek, mint a matrix metalloproteinazok (réviden: MMP-k) és katepszinek, illetve az
MMP-k szdveti inhibitorai. A protedz enzimeket (MMP, Hialuronidaz, Kollagenaz, Katepszin-

K) a sejtek valasztjak ki a sejtkozotti térbe (Karamanos és mtsai., 2021).
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Az MMP-k a cink-fiiggd endopeptidazok csaladjaba tartoznak. Bontjak a kiilonb6z6 ECM-
komponensek kozotti kovalens kotéseket, ezaltal a sejtek szamdra is felvehetd méretii
fragmentekre darabolva azokat. Inaktiv proenzimként szekretdlédnak és az extracelluldris
térben aktivalodnak (Bonnans €és mtsai., 2014; Karamanos és mtsai., 2021). Szdvetek szintjén
az MMP-k miukodése specifikus inhibitor molekuldk altal szabalyozott, melyeket szoveti
matrix-metalloproteinaz gatloknak, réviden TIMP-nek hivjuk. A TIMP-ek az MMP-aktivitas
gatlasaval szabalyozzék az ECM remodelinget (Karamanos és mtsai., 2021). Az MMP-k és a
TIMP-k kozotti  egyensuly kritikus  fontossagat az ECM  megfeleld szerkezetének
fenntartasahoz. Ebbol kovetkezve az egyensuly hianya vagy az MMP aktivitas diszregulacioja
olyan koros allapotokhoz vezethet, mint a rak, az iziileti gyulladas és a fibrdzis, ahol az ECM
tulzott lebomlasa vagy felhalmozodasa kdvetkezik be (Alberts, 2022; Bonnans ¢s mtsai., 2014;

Karamanos és mtsai., 2021; Lu és mtsai., 2011).

ECM fehérjék sejtszinta felvétele

Az ECM fehérjék specidlis szekrécids utvonalakkal és sajatos szortirozd rendszerrel
rendelkeznek, annak érdekében, hogy az ECM megfeleld vastagsagban, mennyiségben és
Osszetételben épiiljon fel (Karamanos és mtsai., 2021; Mouw ¢és mtsai., 2014). Amennyiben
ezek a rendszerek zavart szenvednek az a BM alkotoelemek felhalmozodéasahoz, a sejtek
szdmara stressz allapothoz ¢€s sejthalalhoz vezetnek (Bonnans €s mtsai., 2014). Nem csak a
rendellenes szintézis és szekrécid, hanem a nem megfelel6 ECM lebontasa, degradacioja is
okozhat fibrotikus elvaltozast (Karamanos ¢€s mtsai., 2021; Zhao ¢és mtsai., 2022). Fontos
kiemelni, hogy az elObbiekben ismertetett enzimatikus ECM bontas mellett bizonyos
fiziologias és patologias esetekben a matrix eltakaritas (azaz a felvétel és lebontas) fagocitozisra
képes sejtek altal is végbe mehet, példaul makrofagok vagy mikrogliak altal (Crapser és mtsai.,
2021; Jiirgensen és mtsai., 2020).

A matrix molekuldk koziil a Kollagén dinamikajardl és forgalménak mechanizmusair6l
tudunk a legtobbet. Lebontésa és szintézise szigortian szabalyozott, ezzel biztositva az ECM
megfeleld vastagsdgat. A Kollagén degradacio folyamatat intracellularis és extracellularis
utvonalakra lehet osztani (Onursal és mtsai., 2021). A lebontast a matrix metalloproteinaz
(MMP) enzimek végzik, azon beliil is az MMP-1 (Kollagendz-1) és az MMP-13 (Kollagenaz-
3) hasitja a harmas hélixeket az extracellularis térben (Lu és mtsai., 2011b; Onursal és mtsai.,
2021). A hasitasok utan kisebb Kollagén fragmentek keletkeznek, melyek mar a sejt altal is
felvehetdek fagocitdzis vagy endocitozis révén (Onursal €s mtsai., 2021). A Kollagén-turnover

intenzivebben lejatszodik a mechanikai igénybevételnek kitett szovetekben vagy olyan élettani
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folyamatok soran, mint példaul a sebgyogyulés. A Kollagén forgalmaval kapcsolatos kutatasok
arra engednek kovetkeztetni, hogy a sejtek altali ECM felvétel feltehetden integrin-medialt
fagocitdzis, esetleg scavenger receptor altali vagy receptor-medialt endocitozis révén megy

végbe (5. abra) (Onursal és mtsai, 2021).

Fibroblasztokon és makrofagokon azonositottak olyan receptorokat, melyek az ECM
komponensek recepor-medialt endocitézisahoz sziikségesek. Ilyen receptor az urokinaz
plazminogén aktivator receptor asszocialt protein (réviden: uPARAP/Endo180), mely eléfordul
mezenchimalis sejttipusokon €s bizonyos makrofagok membranjaban. A masik, nemrégiben
azonositott receptor egy manndz receptor (MR) a CD206, amely makrofagokon ¢s dendritikus
sejtek felszinén egyarant fellelhetd (Henrik J. Jiirgensen és mtsai., 2020). Dacara a meglévo

informacioknak a sejtek altali ECM felvétel pontos mechanizmusaroél, kulcselemeirél igen

keveset tudunk.

A

~—
S—.

sejtmembran fagoszéma

5. dbra A Kollagén felvételi és lebontasi utjai. Az MMP-k, katepszinek altali, illetve az intracellularis degraddacio
lehetséges utvonalai lathatoak, amelyek végbemehetnek (1) fagocitozis (2) makropinocitozis vagy (3) receptor-
medialt endocitozis révén (Onursal és mtsai., 2021).

Az ECM dinamika vizsgalata ecetmuslicaban

A Drosophila melanogaster széles korben elterjedt modellszervezet, szamos
tudomanyteriilet kutatdsaiban alkalmazzak, nem csak a jol ismert genetikai eszkoztara miatt,
hanem mert Osszetett élettani és molekularis mechanizmusok in vivo tanulmédnyozasat is

lehetové teszi (Dufty, 2002). A Drosophila ECM feloszthat6 egy kiilsé vagy apikalis frakciora,
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ami a test felszinén talalhatd, illetve egy bels6é vagy bazilis frakciora, ami pedig a test
belsejében a szoveteket burkolja (Broadie és mtsai., 2011). Komponenseit lokalisan a sejtek
szekretaljak. Emellett a legtobb ECM fehérje szintézisét elsddlegesen az allat zsirtestjei és
kisebb mértékben az immunsejtjei (hemocitai) végzik. Az igy kivalasztott fehérjék a
hemolimfan keresztiil jutnak el a megfeleld szoveti felszinhez (Fogerty et al., 1994; Martin-

Bermudo and Brown, 2000).

Az ecetmuslica bazalis membranjait a kordbban mar ismertetett ECM-komponensek
alkotjak, hasonloan a gerincesekéhez (Yurchenco & Patton, 2009). Drosophildaban ezek a
matrix alkotdk evolucidsan jol konzervaltak, ideértve két Laminin trimert (Laminin A, Laminin
W), egy Perlekant (Terribly reduced optic lobes, Trol), két gént, amelyek a IV-es tipust
Kollagén polipeptideket (Cg25C és Viking, Vkg) kodoljak, egy Nidogént (Ndg) (Hynes &
Zhao, 2000). A két Drosophila Laminin egységnek megegyeznek a B és y lancai (LanB1 és
LanB2), de az a lancai eltérnek egymastol (LanA a Laminin A-ban és a Wing blisters (WD)
fehérje a Laminin W-ben). A két Laminin trimer szoveti eloszlasa eltéré (Broadie és mtsai.,
2011; Martin és mtsai., 1999). Perlekdn jol konzervalt a Drosophildban, és az 1. domén
kivételével megegyezik az emlds Perlekan doménszerkezetével (Friedrich és mitsai., 2000;
Voigt és mtsai., 2002). Embriokban a Perlekan szadmos BM-ben megtalalhatd, ¢&s
nagymértékben ko-lokalizdlédik a Laminin A-val (Friedrich és mtsai., 2000). A Nidogén a
Drosophila BM-ben is linker funkciokat 1at el (Wolfstetter & Holz, 2012). A I'V-es tipust
Kollagének harmas hélix szerkezetiiek, amelyek egymasba fon6do halozatokat alkotnak, és a
Drosophilaban 1s a BM-ek szerkezeti alapjat képezik. Drosophilaban két 1V-es tipusti Kollagén
fejezddik ki, a Viking és a Cg25C (Natzle és mtsai., 1982; Yasothornsrikul és mtsai., 1997).

Az utdbbi évtizedekben egyre tobb, a Drosophila ECM szervezddéssel és a matrix
komponensek funkcidinak azonositasdval kapcsolatos tanulméany jelent meg, féleg az
egyedfejlodés, idegi fejlodés és funkcid, tumor kialakulds és szoveti novekedés kapcsan
(Broadie ¢és mtsai., 2011; Bunt és mtsai., 2010; Srivastava és mtsai., 2007). A Drosophilaban
megtalalhato6 MMP-k és TIMP-ek funkcidirol, szovet specifikus kifejez6déseirdl, valamint a
szoveti atalakuldsokban betoltott szerepeirdl szintén sok ismeret all rendelkezésiinkre (Page-
McCaw, 2008; Llano és mtsai., 2002). Azonban a matrix fehérjéinek sejtszintli felvételét és
lebontasat csak in vitro vizsgaltadk embrionalis S2 sejtvonal hasznélataval (Lee és mtsai., 2014).
Az in vivo sejtszinti ECM felvétel folyamatai, szabalyozdelemei nem ismertek, noha a
fagocitozisra képes sejtek (makrofagok, glidk) szerepkdrei kiilondsen kutatottak szamos

bioldgiai folyamatban.
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Az ecetmuslica makrofag-szerli sejtjeinek (plazmatocitdinak) szamos funkcidjat
azonositottak, melyek koziil a legfontosabb a mikrobak és apoptotikus tormelékek bekebelezése
(Ulvila és mtsai., 2011). Tobb, a fagocitozis elsé 1épés€hez, azaz a célpontok felismeréséhez
sziikséges molekulakat azonositottak. Ilyen receptor az Eater (Chung & Kocks, 2011; Kocks és
mtsai., 2005), a NimrodC1 (Kurucz ¢és mtsai., 2007; Zsamboki és mtsai., 2013), valamint a
Draper (Fujita és mtsai., 2012; Manaka és mtsai., 2004). A plazmatocitak a bekebelezésen kiviil
mas feladatokat is ellatnak: extracellularis matrix fehérjéket és antimikrobidlis peptideket
termelnek és valasztanak ki (Martinek és mtsai.,, 2008). Tovabba azt is tudjuk, hogy a
Drosophila immunsejtjei milyen molekulak révén tudnak kapcsolatba 1épni a bazalis
membrannal. A Multiplexin fehérje, amely egy Drosophila Kollagén XV/XVIII ortolog,
szlikséges a makrofagok szoveti felszinhez vald tapadasahoz, a makrofag membranjaban 1évo

Eater receptorral kialakitott fizikai kdlcsonhatés révén (Csordas és mtsai., 2020).

Az ecetmuslicadban azonban egyéb sejttipusok is képesek fagocitozisra és ezaltal sejtes
tormelék felvételére. Egy nemrégiben publikalt tanulmanyban leirtdk, hogy Drosophila
szarnyban 1évé glia sejtek LC3 asszocialt fagocitozissal veszik fel és tavolitjadk el az axon
fragmentumokat axotdmia utan (Szabo és mtsai., 2023). Drosophila 1arva szegmentalis idegérdl
késziilt elektronmikroszkopos felvételek alapjan tudjuk, hogy annak felépitésében harom glia
populécio vesz részt. Legbeliil a wrapping glidk védik és fogjak kozre az axonokat, dket veszik
korbe a szubperineuralis glidk majd kiviilrdl a perineuralis glidk. Legkiviil az ideg felszinét
pedig feltehetden a perineuralis glidk altal szintetizalt bazalis membran vékony rétege burkolja

(6. abra) (Petley-Ragan és mtsai., 2016).

Fagocitézis soran a sejt képes bekebelezni apoptotikus sejttormelékeket, baktériumokat,
makromolekuldkat és mikroszkdpikus részecskéket. A folyamat elsd 1épése a bekebelezendd
anyag felismerése €s megkdotése sejtfelszini receptorokkal. A felismerés sordn a sejt igynevezett
»egyel meg/altalanos” szignadlokat ismer fel. Ezutdn a sejt az aktinfilamentumaival allabakat
noveszt a bekebelezendd anyag felé és koriilzarja azt. A bekebelezett anyag az 6t kot
receptorokkal és lipidmembrannal egyiitt kerek vezikulum formdjadban lefliz6dik a
sejtmembranrol €és bekeriil a citoplazmaba. Ezt fagoszomanak nevezziik, ami a sejten beliili
érési folyamatot kdvetden dsszeolvad a proteolitikus enzimeket tartalmazoé lizoszomaval. Az
igy létrejott fago-lizoszomaban megtorténik a bekebelezett anyag enzimatikus lebontasa. A
receptor-medialt endocitdzisnak tobb tipusa van, de altalanosan elmondhato, hogy szelektivebb
felvételi folyamat a fagocitozisnal, mivel itt specifikus receptor-ligand kotésnek kell

kialakulnia. Tovabbi jelentds kiilonbség, hogy receptor-medidlt endocitdzis sordn nem
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alakulnak ki 4llabak, hanem a ligandot megko6td receptorok koriil a sejtmembran bels6 oldalan
a klatrin fehérjék segitségével flizodik le és keriil be a sejt belsejébe a felvételre keriilo anyag.
A lefiiz6dott vezikulum, a korai endoszoma érési folyamaton megy keresztiil, melynek soran
az endoszOma membranjahoz asszocialt fehérjék egy része lecserélddik, megvaltozik a
membrandsszetétel. Ezaltal alakulnak ki a késdi endoszoémak, amelyek ezt kovetden
lizoszomaékkal faziondlnak, amelyekben megtorténik az enzimatikus lebontas (Kinchen &

Ravichandran, 2008).

Mivel a fagocitozis és a receptor-medidlt endocitézis molekuldris folyamatai is jol
jellemzettek ecetmuslicadban, valamint széles genetikai eszkOztarat hoztak 1étre a
vizsgalatukhoz (Dunst és mtsai., 2015; Melcarne és mtsai., 2019), ezért a Drosophila kivalo
modellként szolgal a matrix felvétel in vivo vizsgalatdhoz. Mindezek miatt szerettiik volna
jobban megérteni, hogy a makrofagok és a glidk milyen sejtszintli folyamatokon, mikor és

hogyan veszik fel és bontjak le, azaz alakithatjak at a sajat ECM-kornyezetiiket.

Control

6. abra A szegmentdalis ideget abrazolja a bal oldali sematikus dbra, illetve az ideg keresztmetszetérdl késziilt
elektronmikroszkopos felvételt lathatjuk kozépen (H), ahol axonok (kék), wrapping glia (lila), szubperineuralis
glia (narancssarga), perineuralis glia (zéld), BM (piros). Jobboldalon a hemocitak sematikus abrdazolasa
latszik. Az elektronmikroszkopos felvétel - (Petley-Ragan és mtsai., 2016).
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Célkitiizések
Elsédleges célunk volt olyan modellrendszerek felallitasa Drosophila melanogaster

szervezetben, ahol in vivo kovetni tudjuk a sejtszinti ECM felvétel folyamatat

homeosztazisban, illetve szdveti regeneracio soran.

Mivel egyik modellként a Drosophila larva szegmentalis idegeit valasztottuk, jellemezni

szerettiik volna az itt talalhat6 ECM fehérjék lokalizacigjat.

Intracellularis vezikula markerekkel azonositani akartuk a matrixfehérjék lebontasban
szerepld sejten beliili vezikula kompartmenteket, lebontasi utvonalakat, ezzel kovetve a

sejtszintli ECM felvételt glidkban és immunsejtekben.

Vizsgélni és jellemezni szerettiik volna a szoveti sériilés glialis ECM felvételre gyakorolt

hatasat, a sérilést koveto 2., illetve 24. éraban.

Szerettiink volna 1étrehozni olyan genetikai rendszereket, amelyek segitségével sejttipus-
specifikusan végezhetiink jovobeli sziirdvizsgalatokat az ECM felvételi tutvonalak

kulcsszereploinek felderitésére.
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Anyagok és modszerek

Drosophila genotipusok és keresztezések

Az ecetmuslicdk keresztezését, valamint fenntartasat 25°C-on végeztiikk, standard

Drosophila taptalajon.

A dolgozatban az alabbi genotipusokat hasznaltuk:

vkg::GFP: w;, P[PTT-unl]vkgG454 (DGRC #11069)

LanB1::GFP: w; PBac{fTRG00681.sfGFP-TVPTBF}VK00033 (VDRC #318180)
Trol::GFP: y' w*: Mi{PT-GFSTF.0}trolMI**3-CSTF(BDSC #60214)

repo>TMEM192::3xmCherry, LanBl::GFP: w; UAS-TMEM192::3xmCherry; repo-GAL4,
PBac{fTRG00681.sfGFP-TVPTBF}VK00033

wg-split>TMEM192::3xmCherry, LanBl::GFP: w; UAS-TMEMI192::3xmCherry; IT0117-
VP16A, Nrv2-GAL4P%P, PBac{fTRG00681.sfGFP-TVPTBF}VK00033

Agvy és idegek preparalasa

Az idegrendszer preparalasat sztereomikroszkop alatt végeztiik. Atlagosan egy kisérlet soran
6 larvat boncoltunk kisérleti koriilményenként. Az allatokat egy fekete szilikon boncoldlapon
50 uL PBS-ben helyeztiik el, ugy, hogy dorzalis oldaluk legyen feliil. A larvak anterior és
poszterior végét minuciatliikkel kitliztiik. Két csipesz segitségével a szagittalis sik mentén
szétnyitottuk az allatot, majd négy tovabbi tlivel kitliztiik a larva kutikuldjat. Ezutan a VNC-n
¢s a szegmentalis idegein kiviil minden mads szdvetet, szervet eltavolitottunk. A boncolés utan
50 uL 4% PFA segitségével 20 percig fixaltuk a mintdkat, majd 500 pL-es eppendorf csébe
helyeztiik 6ket, melybe 300 uL PSBT-t pipettaztunk. Ezt 3x5 perc PBST mosés kovette. Abban
az esetben, amikor nem végeztiink indirekt immunofluoreszcens festést, a mintdkat PBST-ben
felvett, 0.5 mM végkoncentracioji DAPI festékkel inkubaltuk 30 percig. Ezutan 3x5 perc PBST
mosast kovetden a mintdkat VectaShield feddmédiumban a targylemezre helyeztiik és lefedtiik
(7. abra). LysoTracker festés esetében a boncolas 1€pései megegyeznek a fent bemutatottakkal,
azonban itt a mintdkat nem fixaltuk 4% PFA-val, hanem kozvetleniil a mintara pipettaztuk a
LysoTracker-RED festéket, amelyet 5 perc inkubacio kdvetett. Ezutdn 2x5 perc PBS mosés utan
az agyat az idegekkel egyiitt dvatosan eltavolitottuk a kitlizott kutikula preparatumroél és a

targylemezen 1év6 VectaShield fedémédiumba helyeztiik azokat. A mintakat minden esetben 70
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puL VectaShield feddomédiumban rendeztiik el, ugy, hogy a vizsgalni kivant szovet jol latszodjon,

majd feddlemezzel fedtiik a mintakat.

festés

/ [ \
\
!

——_— -
7. abra A mintak elékeszitését: a boncolas és az indirekt immunofluoreszcens festés folyamatanak lépéseit
dbrazolja.

bio

Immunfestés

Annak érdekében, hogy jeloljik az egyes vezikula populacidkat indirekt
immunofluoreszcens jelolést végeztiink (8. abra). Miutan a paraformaldehidet lemostuk a
végeztiink. A telitd oldatban 20 percig inkubaltuk a mintdkat, majd a BSA eltavolitdsa utdn a
telitdoldatban higitott elsddleges ellenanyagot adtunk hozzd a mintdhoz. Az elsddleges
ellenanyaggal vagy masfél oraig inkubaltunk szobahdmérsékleten vagy éjszakan at 4°C-on. Ezt
3x5 perc mosas kovette PBST-vel, majd a fluoreszcensen jelolt méasodlagos ellenanyag, illetve
a sejtmagot jelold DAPI festék keverékét adtuk a mintdkhoz. A mintdkat egy oraig inkubaltuk

szobahdn. A tovabbi mosasok és a mintak fedése a fenti protokoll szerint tortént.
A dolgozatban hasznalt ellenanyagok:

anti-Rab5 (nyul, 1:1000 higitas), Abcam, ab31261

anti-Rab7 (egér, 1:100 higitas), DSHB, AB_ 2722471

anti-Arl8 (nytl, 1:1000 higitas), DSHB, AB_2618258
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anti-egér — Alexa-568 (kecske, 1:1000 higitas) Molecular Probes, A11031

anti-nyul — Alexa-568 (kecske, 1:1000 higitas) Molecular Probes, A11036
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8. dabra A fluoreszcensen jeldlt intracellularis vezikulakat abrazolja.

Idegi sériillés modellezése

Idegi sériilést egy korabban leirt protokoll kdvetése alapjan valtottunk ki (Mishra és mtsai.,
2014). A larvakat dorzalis oldalukkal jéghideg feliiletre helyeztiik, majd csipesszel a ventralis
oldalon megszoritottuk a kutikuldjukat a 3. abdominalis szegmensnél, ezzel roncsolva nem csak
a kutikulat, hanem a szegmentalis idegeket 1s (9.abra). Sikeres roncsolds hatasara az allat
poszterior fele lebénult és csak a sériiléstdl anterior irdnyba tapasztaltunk mozgast (Mishra €s
mtsai., 2014). A roncsolast kovetden az allatokat visszahelyeztiik friss taptalajra, majd 2, illetve

24 6raval késobb kipreparaltuk a korabban leirt protokollnak megfeleléen (7. abra).
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9. abra Az idegi sériilés modellezésének abrazolasa sematikusan. Bal oldalon a kontroll (ép) szegmentdlis idegek,
jobb oldalon a csipés utani roncsolodott idegek latszodnak. A kinagyitott rész mutatja, melyik teriileten készitettiik
a mikroszkopos felvételeket.
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Mikroszkopos vizsgalat

A lefedett mintdkat Zeiss ApoTome2 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgéaltuk meg. A
mikroszkopos felvételeket mindkét esetben a Zeiss ZEN szoftverrel készitettiik el, Z-sorozatok
formajaban, ApoTome modban. A dolgozatban szerepl6 képek minden esetben a Z-sorozat egy
optikai szeletét mutatjak be. A 9. abran a kinagyitott teriiletek jelolik azt a régiot, ahol a

képalkotast végeztiik.

Adatelemzés

Az ECM fehérjék idegi lokalizaciojanak megallapitasdhoz a FIJI képelemzd szoftver
,Surface plot” moduljat hasznaltuk. Egy 20 pixel széles szakaszt jeloltiink ki az ideg lefutasara

merdlegesen, majd a kapott értékeket atlagos pixel intenzitasként (,,Gray value”) tiintettiik fel.

Az idegekben a sériilést kovetd ECM felhalmozdodast a FIJI szoftverrel mértik. A
LanB1::GFP jel atlagos fluoreszcencia intenzitdsat (Mean fluorescence intesity, MFI) egy
egységnyi terlilet kijelolését kovetden hataroztuk meg. A kapott értékeket egyutas ANOVA
tobbszoros oOsszehasonlitassal elemeztiilk, az abrakon a standard deviaciot tintettik fel.

Mindharom kondicié esetében 12 mérést végeztiink.

Az idegekben és immunsejtekben végzett kolokalizacios elemzéshez a FIJI szoftvert
hasznéltuk. A Z-sorozat kozépsd szeletének kivalasztasat kovetden a zold (LanB1::GFP) és
piros (vezikula marker) csatorndkon thresholding-ot végeztiink (a szoftver altal ajanlott
értéken), majd a képek egységnyi részletén megallapitottuk az adott vezikulak szdmat, valamint
azon vezikuldkét, amelyek tartalmaztak az ECM fehérjét is (z6ld és piros atfedés). A két szam
hanyadosabol megallapitott szazalékos értékeket hasonlitottuk Gssze kétmintds Student’s t-
probaval. Kategorianként 12 mérési adatot hasonlitottunk 0ssze, melyek mintanként két-két
idegrél vagy immunsejt-csoportrol késziilt felvételekbdl késziiltek. A box plot abrakon a
standard devidciot tiintettiik fel. Az egyszerlibb bemutatds érdekében a harom fiiggetlen
vezikuldris kompartmentumban végzett méréseket egy abran, szaggatott vonallal elvalasztva

tiintettiik fel. A grafikonokat a GraphPad PRISM szoftverrel készitettiik.
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Eredmények

ECM fehérjék kifejez6dése Drosophila szegmentalis idegekben

Elsédleges modelliink tehat a larva szegmentalis idegei, ahol az axonokat harom glia
populécid veszi koriil. Az elektronmikroszkopos felvételekbdl tudjuk, hogy az idegeket kiviilrdl

burkolé BM-en kiviil az axonok és a wrapping glidk kozott is megfigyelhetéek ECM fehérjék
(Petley-Ragan és mtsai., 2016).

Elséként meghataroztuk, hogy az idegek belsejében megfigyelt matrix milyen ECM
fehérjékbdl all. Kisérleteinkben harom, a muslica larva legabunddnsabb ECM fehérjéjének
GFP-vel jelolt valtozatat vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a Kollagén I'V. (Vkg) és a Perlekan
(Trol) az ideg koriil helyezkednek el, az ideg belsejében nem voltak detektalhatok. Ezzel
szemben a Laminin (esetliinkben a LamininB1) nem csak kiviilrdl hatarolta az ideget, hanem az
ideg belsejében is jelen volt tobb, valtozé méretli pontként (10. abra). Tehat, megallapitottuk,
hogy a larva szegmentalis idegében a glia populaciok kozott eléfordul a Laminin fehérje,

illetve, hogy az ideg felszinét burkol6 BM tartalmaz Kollagén IV., Laminin és Perlekdn ECM
fehérjéket.

LanB1::GFP o L

Gray Vaive

Trol::GFP A

0 50 100 150
Distance (pixels)

10. dbra Bal oldalon az idegekrdl késziilt hosszmetszeti képek mutatjak a Kollagen IV. (Vkg), Laminin (LanB1) és
Perlekan (Trol) kifejezédését. 20 pixel széles szakaszt jeloltiink ki (fehér vonal), a kapott értékeket atlagos pixel
intenzitasként (,, Gray value”) tiintettiik fel — jobb oldal.
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Glia sejtek altali Laminin felvétel és lebontas kovetése vezikula markerekkel

A lokalizécios elemzést kovetden tovabbi kisérleteinkben a LamininB1::GFP riporter
mintdzatat vizsgaltuk. Ezutdn szerettiilk volna megallapitani, hogy a gliak képesek-e felvenni
Laminint az extracellularis térbdl és az bekeriil-e az intracellularis lebontdsi utvonalban

szerepl6 vezikulakba.

Ennek megértéséhez az intracellularis vezikulakat jeldltiik alpopulaciokra specifikus
markerekkel ¢és vizsgaltuk a LamininB1::GFP jellel vald atfedésiiket. A kolokalizacios
kisérleteket elvégeztiik korai (Rab5) és késéi endoszomakkal (Rab7), illetve a savas
lizoszoémakat jelold LysoTracker-RED festékkel (11. abra). Megallapitottuk, hogy az
idegekben a Laminin ritkan mutatott atfedést az endo és lizoszoémalis markerekkel, ami utalhat
arra, hogy a gliak altali ECM felvétel homeosztatikus koriilmények kozott alacsony szinten

miikodik.

Korai endoszoma

Késoi endoszoma

Lizoszoma

11.abra Bal oldalon a kiilonbozo vezikula markerekkel jelolt naiv idegek lathatoak, jobb oldalon azokbol
kinagyitott részek, ahol fehér nyilak jelolik a kolokalizaciot. A zold szin jel6li a LamininB1:: GFP-t, a korai
(Rab5) és késdi endoszomak (Rab7), illetve a savas lizoszomdk (LysoTracker-RED) piros szinnel lathatoak.
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Szoveti sérilés ECM felvételre gyakorolt hatasanak vizsgalta

Ezt kdvetden kivancsiak voltunk arra, hogy a gliasejtek altali ECM felvétel indukélhato-e
fizikai sériiléssel. Emlds modellekbdl tudjuk, hogy az idegek sériilését, példaul zuzodasat,
gyakran matrixkomponensek felhalmozodasa koveti, amely az ideg gydgyulasaval
parhuzamosan enyhiil/megsziinik (Liu és mtsai., 2021). Esetiinkben egy, az irodalomban
korabban leirt fizikai sériilés modellt alkalmaztunk (Mishra és mtsai., 2014) (lasd anyag ¢€s
modszertan). Megfigyeltiik, hogy az altalunk okozott z(izodas az ideg helyi elvékonyodasahoz
vezetett, azonban nem okozott szakadast az ideget kiviilrél burkolé bazalis membranban. A
roncsolddott idegekben a sériilés kozvetlen kornyékén jelentds Laminin felhalmozddast
figyeltiink meg, amely két 6raval a sériilést kovetden diffuz mintazatot, illetve pontszeri
fokuszokat mutatott. Kolokalizacidos kisérleteink soran azt figyeltik meg, hogy a
LamininB1::GFP a vezikuldkkal (endo/lizoszémalis markerekkel) valo atfedésének ardnya
jelentésen megemelkedett a sértetlen idegekben tapasztaltakhoz képest (12. abra B). A sériilés
kornyékén jelentosen tobb GFP pozitiv vezikula kompartmentumot figyeltiink meg (12. abra
A). Mindez jelentheti azt, hogy sériilés hatdsdra megemelkedik a sejtek altali ECM felvétel

folyamatéanak aktivitasa, kompenzalva a sériilés kornyékén bekdvetkez6 ECM felhalmozodast.

A B Korai Keésoi
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12.abra Az A paneleken a sériilt idegek lathatoak, illetve azokbdl kinagyitott részek, ahol fehér nyilak jelolik a
GFP porzitiv korai (Rab5) és késoi endoszomdakat (Rab7), illetve a savas lizoszomakat (LysoTracker-RED). A
B panelen a GFP-vezikula marker atfedés lathato, a vilagos sarga szin jelzi a naiv idegeket, narancssarga a
seriilt idegeket. A szoras, mint standard deviacio van feltiintetve, a vizszintes vonal mutatja az atlagot. Student s

Tpréba (**4): p<0,01; (**%): p<0,001; n=12.
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Mivel szerettiik volna megtudni, hogy a zuz6dést kovetden a Laminin mennyisége hogyan
valtozik, az idegeket a sériilés utan 24 draval is megvizsgaltuk. A kétoras iddpontnal tapasztalt
diffaz eloszlashoz képest 24 oraval a sériilés utan a Laminin gémb alaktl, aggregatum-szerii
morfologiat mutatott a sériilés kornyékén, valamint a mennyisége csokkent a 2 0ras
idépontoknal tapasztaltakhoz képest (13. abra). Tehadt mind a Laminin felhalmozodas
morfologidjaban, mind a sériilés kornyéki mennyiségében valtozast tapasztaltunk a kontroll, a
kétoras és a 24 orés idegek kozott, ami arra utal, hogy a felhalmoz6dd Laminin sejtes Gton

¢s/vagy extracellularis enzimek altal lebontasra kertiil.
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13.abra A kontrollhoz képest a sériilést kdvetéen két oraval megnd a Laminin mennyisége az ideg belsejében,
mig a sériilés utan 24 éraval ez csdkken. Minél vilagosabb egy teriilet (sdarga, fehér) annadl erésebb a GFP jel.
Jobb oldalon a box plot grafikonon az idegen beliil kijelolt egységnyi teriilet dltalanos fluoreszcencia
intenzitasanak (MFI) valtozasa lathato a kiilonbozé idopontokban. Szorasként a standard deviaciot tiintettiik
fel, a vizszintes vonal jelzi az atlagot. ANOVA t6bbszoros dsszehasonlitas (****): p<0,0001; n=12.

Glia-specifikus vizsgalati rendszerek 1étrehozasa

Az altalunk vizsgalt larvalis szegmentalis idegekben harom, funkciondlisan is kiillonbségeket
mutaté gliatipus talalhat6. Mivel a jovOben szeretnénk megismerni ezek részvételét a
homeosztatikus, valamint a sériilést kovet6 ECM remodelingben, olyan transzgenikus
rendszereket épitiink, melynek segitségével ezek egylittesen vagy kiilon-kiilon kdvethetéek. A

LamininB1::GFP genetikai hattéren a GAL4/UAS rendszert hasznélva pan-glia (repo-GAL4)
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valamint wrapping glia-specifikus (wg-split-GAl4) meghajtoelemekkel kifejeztettiik a
TMEM192::3xmCherry markert, amely a lizoszomdk membranjaba lokalizalodik. Ezt
kovetden megvizsgaltuk a Laminin kolokalizacigjat a lizoszomélis markerrel homeosztatikus
allapotban, valamint két 6raval a sériilést kovetden. Hasonldéan a korabban tapasztaltakhoz,
mindkét genotipusban megfigyeltiik a GFP halmozddasat a sériilés kornyékén. Ezen feliil
megallapitottuk azt is, hogy a kontrollhoz képest a sériilt idegben nagyobb mértékii
Laminin/lizoszéma kolokalizaci6 figyelheté meg (14. és 15. abra). Ezen eredmények egyrészt
megerdsitik korabbi megfigyelésiinket, miszerint a sériilést kovetden megnd a glidk altal felvett
Laminin mennyisége, masrészt arra is utalnak, hogy a wrapping gliak részt vesznek a sériilt

ideg belsejében felhalmozddott Laminin felvételében.

A B
Kontroll TMEM192] 2h PI v TMEM192

po>TMEM192::Ch, LanB1::GFP

14. abra Repo-GAL4 meghajtoelemmel kifejeztettiik a lizoszomakat jel6lo TMEM192::3xmCherry markert. Az A
oszlopban a kontroll, a B oszlopban a seriilt idegek lathatoak. A fehér hdromszég jelzi a sériilés helyét. A
kontrollhoz képest a sériilt idegekben nagyobb mertékii Laminin-lizoszoma kolokalizaciot figyeltiink meg két oraval
a sériilést kévetben.



Kontroll TMEM192] 2h PI Y TMEM192

wg-split>TMEM192::Ch, LanB1::GFP

15. abra A wg-split-GAL4 meghajtoelemmel kifejeztettiik a lizoszomdkat jelol6 TMEM192::3xmCherry markert
a wrapping gliakban. Az A oszlopban a kontroll, a B oszlopban a sériilt idegek lathatoak. A fehér haromszég jelzi
a seriilés helyet. A kontrollhoz képest a seriilt idegekben nagyobb meértékii Laminin-lizoszoma kolokalizaciot
figyeltiink meg két ordval a sériilést kdvetden a glia alpopuldcioban.

Hemocitak altali Laminin felvétel és lebontas kovetése

Mivel kivancsiak voltunk arra, hogy a glidkban tapasztalt Laminin felvétel a larva
immunsejtjeiben is megfigyelhetd-e, megvizsgaltuk a testfalhoz asszocidlt vérsejtekben
(szesszilis hemocitdkban) talalhatdé Laminin kolokalizacigjat az el6z6 kisérletekben hasznalt
endoszomalis markerekkel, valamint az Arl8 lizoszéma-specifikus fehérje kovetésével (lasd
anyag ¢s moddszertan). Hasonl6an a glidkban tapasztaltakhoz, homeosztatikus koriillmények
kozott a Laminin ritkdn volt megtalalhaté korai és kés6i endoszomakban, valamint

lizoszémakban.

Az idegi sériilés vizsgalatakor megfigyeltiik, hogy az altalunk okozott zizddas jelentds
szoveti karosodast valt ki a testfal epidermiszben €s izmokban, valamint mar két oraval a

sériilést kdvetden jelentds mennyiségli immunsejt asszocidlodott a sériilt testfalhoz. Mivel itt
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jelentés ECM roncsolddast is tapasztaltunk, ezért ebben az esetben is megvizsgaltuk, hogy a
sériilés megndveli-e az immunsejtek altal felvett Laminin mennyiségét. Sériilés utan két 6raval
a LamininB1::GFP vezikulakkal val6 kolokalizacioja szignifikdnsan megnétt a korai és késoi
endoszomakkal, valamint a lizoszomakkal a naiv kontrollokhoz képest (16. abra). Ezek az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy vagy a sériilést kisérd aktivacios jelek miatt,
vagy a roncsolt matrixfehérjék emelkedett mennyiségének kdvetkeztében a vérsejtekben megnd

a Laminin felvétel és lebontas.
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16. abra A oszlopban naiv szesszilis hemocitak, B oszlopban a sériilés koriil felhalmozodo hemocitdak lathatoak. A
Rab5 marker a korai endoszomadkat, a Rab7 marker a késdi endoszomdkat, az Arl8 marker pedig a lizoszomakat
jeloli (piros). A box plot diagramnal az dtlagtol (vizszintes vonal) valo szoras (standard deviacio) van abrdzolva.
Lathato, hogy két ordaval a sériilés utan a hemocitikban megndtt a GFP pozitiv vezikulak aranya a kontrollhoz
képest. Student’s T-proba (*): p<0,05; (**): p<0,01; n=12.
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Az eredmények megvitatasa és jovobeli tervek

Kisérletes munkénk soran a sejtszintit ECM felvétel folyamatait vizsgaltuk glia és makrofag
sejtekben in vivo Drosophila melanogaster modellszervezetben. Az eredmények alapjan
elmondhat6, hogy a larva szegmentalis idegében a gliakban ¢€s az allat hemocitaiban egyarant

megfigyelhetd a sejtkdzvetitett ECM felvétel (17. abra).

Megallapitottuk, hogy a szegmentalis idegek felszinén a Kollagén IV., a Perlekén és a
Laminin matrixmolekulak fordulnak eld, illetve megfigyeltiik, hogy a Laminin az idegek
belsejében is megtaldlhaté. A Laminin szintézisérdl kordbban belattdk, hogy az idegeket
kiviilrél boritd perineuralis glidk végzik (Petley-Ragan és mtsai., 2016). Az idegeket kiviilrdl
borité Kollagén IV. is szdrmazhat a glidkbol, azonban Pastor-Pareja és munkatérsai eredményei
szerint valoszinilileg ez a matrixkomponens nagyrészt zsirtest eredetli, ugyanis a Kollagén IV.
csendesitése zsirtestben idegi fenotipusokhoz és a VNC megnyulasahoz vezet (Pastor-Pareja &
Xu, 2011). A Perlekan esetében is hasonl6 megfigyeléseket tettek, azonban az altalunk vizsgalt
riporter lokalizacioja arra utal, hogy a perineuralis glidk is részt vesznek a szintézisében. Azt,
hogy a Laminin milyen mechanizmussal szekretalodik az ideg belsd oldala felé is, jelenleg még
nem tisztazott. Feltételezziik, hogy az axonok és glidk koz¢é kivalasztott Laminin tAmasztd vagy
rogzitd funkcioval birhat, vagy fokozhatja az idegek szerkezeti stabilitdsat, ami fontos a
funkcidinak ellatasdhoz. Ezen feliil érdemes megemliteni, hogy emldsokben a Laminint a
szinaptikus ECM kornyezet egyik fontos szerepldjeként azonositottak (Hunter és mtsai., 2019;

Nishimune és mtsai., 2004).

Az intracelluléris vezikulakkal végzett kolokalizacids kisérleteink segitségével arra kerestiik
a valaszt, hogy a glidk valoban felveszik-e a GFP-vel jelolt Laminin fehérjét. Ezt azért is
tartottuk fontos kérdésnek, mert a Laminin felvételrdl ecetmuslicaban gyakorlatilag nem all
rendelkezésre informdcio, €s emlds modellekben is rendkiviil kevés tudott errdl a folyamatrol.
Tapasztalataink szerint az idegekben a jelolt LamininB1 ritkan mutatott atfedést az endo- €s
lizoszomalis markerekkel, ami utalhat arra, hogy a glidk altali ECM felvétel homeosztatikus
koriilmények kozott alacsony szinten milkddik. Ez utalhat példaul arra, hogy az idegek
belsejébe iranyuld Laminin szekrécio az altalunk vizsgalt harmadik larva stddiumban mar
elhanyagolhato, tehat a megfigyelt, homeosztatikus Laminin eltavolitasa nem sziikséges. Ezzel
szemben az ideget ért sériilést kdvetden intenzivebb ECM felvételt figyeltiink meg. A sériilés
utan két oraval szignifikdns LamininB1 felhalmozodast tapasztaltunk (,,homokdra” alakban) a
z0z0das kozvetlen kozelében. A felhalmoz6dd Laminin eredetét jelenleg még nem ismerjik.

Lehetséges, hogy a sériilés kovetkeztében a szomszédos perineuralis glidkban jelentésen
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megnovekszik a Laminin szintézise. Ugyanakkor azt sem zarhatjuk ki, hogy a sériilés két
oldalan lathat6 Laminin felhalmozddas valdjaban az ideg 6sszepréselt szakaszabdl szorult ki és
halmozodott fel. A jelentds Laminin halmozddast ugyanakkor annak emelkedett, glidk altali
felvétele is kovette. Azt jelenleg is vizsgaljuk, hogy ez a megemelkedett aktivitas kizardlag a
tobblet ECM fehérjének koOszonhetd-e, vagy esetleg a sériilést kovetéen a roncsolt
axonok/gliasejtek olyan stressz-utvonalakat inditanak-e be, amely fokozza a glidk sejttormelék,

valamint ECM felvevé mechanizmusait, és segiti azok intracellularis lebontasat.

24 oraval a sériilés utdn Laminin gomb alaku, aggregatum-szerli morfologiat mutatott a
sériilés kornyékén, valamint a mennyisége is csokkent a 2 6ras idopontoknal tapasztaltakhoz
képest. Ebbdl szintén kovetkeztethetiink arra, hogy a glidk altali Laminin felvétel és lebontas
aktivabban miikodik és viszonylag rovid 1d6 alatt kompenzédlja a megndvekedett ECM
mennyiségét. A folyamatban valdsziniileg részt vehetnek az ECM bontasara képes
extracellularis enzimek is, amelyeket a jovdbeli kisérleteinkben szintén meg fogunk vizsgalni.
Az, hogy a Laminin mennyiségének valtozasa az ideg gyogyuldsahoz hogyan jarul hozza, bar
rendkiviil fontos kérdés, a larvalis rendszerben a bdbozddas miatt nem vizsgalhatd. Ennek
megvalaszolasara a kifejlett muslicdban kellene sériilési paradigmakat vizsgélni, azonban ilyen

jellegti kisérleti rendszert egyeldre még nem irtak le Drosophildaban.

Elézetes eredmények arra utalnak, hogy a glia alpopulaciok koziil a wrapping glidk képesek
a LamininB1 fehérje felvételére. Ez 0sszhangban van azzal a megfigyelésiinkkel, hogy a
felhalmozoddé ECM fehérje elsOsorban az ideg belsejében taldlhatdé meg, vagyis abban a
térrészben, ahol a wrapping glidk talalhatok. Ez a gliatipus rendkiviil fontos az axonok
megfeleld milkodéséhez (Kottmeier és mtsai., 2020), ugyanakkor a kifejlett Drosophila
periférias idegrendszerében az axon tormelékek fagocitozisaban is szerepet jatszik (Neukomm

¢s mtsai., 2014).

Kivancsiak voltunk arra is, hogy az allat immunsejtjeiben (hemocitdkban) megfigyelhetd-e
a Laminin felvétel, ezért kisérleteinket elvégeztilk a testfalhoz asszocialt vérsejtekben is.
Megvizsgaltuk a hemocitaban taldlhaté Laminin kolokalizacidjat intracellularis vezikula
markerekkel. Hasonléan a glidkban tapasztaltakhoz, homeosztatikus koriilmények kozott a
Laminin ritkdn volt megtalalhatd korai/késéi endoszomdakban és lizoszomakban. Fizikai
sériilést kovetden egyrészt megfigyeltiik, hogy mar két oraval a sériilést kovetden jelentds
mennyiségli immunsejt asszocialodott a sériilt testfalhoz, masrészt, hogy az itt megtalalhato
hemocitakban tobb GFP pozitiv korai, kés61 endoszoma €s lizoszoma talalhato. Az eredmények
arra engednek kovetkeztetni, hogy vagy a sériilést kisérd aktivacios jelek miatt, vagy a roncsolt
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matrixfehérjék emelkedett mennyiségének kovetkeztében a vérsejtekben megndé a Laminin
felvétel és lebontas. Tudjuk, hogy a hemocitdknak fontos szerepiik van a patogének elleni
védekezésben, homeosztazis fenntartdsdban, elsOsorban azaltal, hogy a mikrobékat,
apoptotikus sejttormelékeket bekebelezik (Ulvila és mtsai., 2011). Szamos kutatas foglalkozik
a makrofagok fibrézis soran betdltott fenotipusaival, illetve ismeretek mechanizmusok,
amelyek kivaltjak a makrofagok gyulladascsokkentd, sebgyogyulést eldsegitd, profibrotikus,
antifibrotikus vagy szovetregenerald tulajdonsagait, fenotipusait sériilés utan (Wynn &
Vannella, 2016). Elképzelhetd, hogy esetiinkben a roncsolddott Laminin, illetve annak

megnovekedett mennyisége hasonlé mechanizmusokat indit el a hemocitakban is.

- - - ——

& wrapping glia
LamininB1::GFP
axonok

= Intracellularis vezikula

sériilt

17. dbra Osszegzdé dbra a jelenlegi tapasztalataink alapjin a sejtszintli ECM felvételr6l in vivo Drosophila
modellben. A képen a szegmentdlis ideget alkoto gliak és a hemocitak altali ECM felvétel van abrdazolva.

Annak érdekében, hogy részletesen megismerjiilk a gliapopulaciok szerepét az ECM
felvételében és lebontasdban, valamint, hogy azonositsuk, hogy az ECM felvétel ecetmuslica
vérsejtekben és glidkban milyen mechanizmusok altal megy végbe (fagocitdzis, receptor-
medidlt endocitézis, LC3-asszocidlt fagocitdzis), GAL4/UAS alapt  genetikai
sziirérendszereket hozunk létre (18. abra). Ezek segitségével immunsejt, valamint glia-

alpopulécio specifikusan fogunk RNS csendesitést végezni. A LamininB1::GFP lokalizacigjat
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Ossze fogjuk hasonlitani az adott sejttipusban kifejeztetett vezikula riporterrel (példaul a
dolgozatban bemutatott UAS-TMEM192::3xmCherry-vel), mikoézben olyan faktorokat
csendesitiink, amelyek irodalmi adatok, az ECM felvételben szerepet jatsz6 emlds fehérjékkel
mutatott ortologia, valamint egyéb szempontok alapjan ravilagithatnak az altalunk vizsgalt
folyamat molekuldris hatterére. Emellett kiterjesztjik a vizsgalatainkat tovabbi
matrixfehérjékre is (Kollagén, Perlekan), mivel szeretnénk megallapitani, hogy vannak-e

hasonldésagok a kiilonb6zd matrix komponensek felvételi mechanizmusaiban.

Genetikai szirérendszer idegekben:

glia
WG
SPG

RNSi

LamininBisCER | + +

I

eHr

Genetikai szlirérendszer immunsejtekben:

RNSi

[Lamﬂmﬂmﬁ]ss + Hml +

It

18. abra Genetikai sziirérendszer elemeinek abrazolasa. LamininB1::GFP lokalizdcio vizsgdlata
kifejeztetett vezikula riporterrel egy adott sejttipusban, specifikus RNS csendesitéssel.

Az eredmények lehetséges orvosbiologiai jelentosége

A Laminin megkotését €s annak sejt altali felvételét biztositd receptorok azonositasa szamos
orvosbiologiai jelentdséggel birhat. Példaul a kronikus sebek gydgyulasi folyamata sordn a
Laminin receptorok potencidlis célpontok lehetnek az ECM 4atalakuldsanak és a szovetek
helyreallitdsanak fokozésanal (Goldfinger és mtsai., 1999; lorio és mtsai., 2015; Zhu és mtsai.,
2018). Mivel a Laminin fontos szereppel bir a szinaptikus miikddésben, illetve a neuronok
fejlodésében és az axon novekedésben, ezért a neuronokon ¢€s gliasejteken 1€vo receptorainak
azonositdsa bizonyos neurodegenerativ betegségek terapidiban egy 0j megkozelitést nyithat
(Nguyen ¢és mitsai., 2021). De relevans informéciokkal birhat a rakkutatdsban, az
immunmoduladcioban vagy a receptor-célzott nanomedicina teriileténél is, hiszen a Laminin
receptorok célpontok lehetnek az antitest-gydgyszer konjugatumok leadasdban, az olyan
szovetekbe vald pontos bejuttatishoz, mint az agy vagy a daganatok (Hsu és mtsai., 2022;

Pardridge, 2012; Rea és mtsai., 2012; Simon & Bromberg, 2017).
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Osszegzés

Az extracellularis matrix (ECM) egy Osszetett, biokémiailag sokszinli réteg, mely a
kiilonféle makromolekulak haldzataibol épiil fel és szervezddik a szovetek kore, ezzel biztositva
azok mechanikai védelmét, megfeleld novekedését, funkciojat. Rengeteg sejtes viselkedést
befolyasol, a fejlodésiikon at a migraciojukig, éppen ezért az ECM megfeleld Osszetétele €s

szerkezete kulcsfontossagu szoveteink miikodéséhez.

Kiemelked6en fontos tulajdonsaga, hogy kiilonféle kornyezeti ingerek hatasara képes
atalakulni, mely soran a komponensei feldarabolodnak, lebontdédnak és a helytlikre ujak
szintetizalédnak. Az ECM atalakuldsa szigorian szabalyozott, mivel csak a megfeleld
vastagsagban és Osszetételben tudja ellatni funkcioit. A legtdbbet vizsgalt ECM lebontasi
mechanizmus a sejtkozotti térbe kivalasztott protedzok, igynevezett matrix metalloproteindzok
(MMP-k) és katepszinek altali matrix emésztés. Ezen kivill ismertek olyan fiziologids és
patoldgias esetek, amikor fagocitdzisra képes sejtek felveszik és sejten beliil lebontjak az ECM
makromolekuldkat. Az utdbbi folyamatok pontos miikddésérdl és kulcselemeirdl igen keveset

tudunk.

Annak érdekében, hogy a sejtszinti ECM felvételt in vivo vizsgélni tudjuk a Drosophila
melanogaster modellszervezetben hoztunk létre vizsgalati rendszereket és az éallat glia
sejtjeiben €és immunsejtjeiben (hemocitdiban) tanulmanyoztuk a sejt altali ECM felvételt.
Kisérleteink soran fluoreszcensen jeloltiik az ECM fehérjéket, illetve kiilonbozo sejten beliili
vezikula kompartmenteket, amelyek a fagocitozissal €s endocitozissal kapcsolt lebontasi
utvonalakban vesznek részt. Vizsgéaltuk a jelolt fehérjék lokalizacigjat, valamint az
intracellularis vezikula markerekkel valo atfedésiiket. Emellett alkalmaztunk egy fizikai sériilés

modellt, amelyben a sériilés ECM felvételre gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

Eredmények alapjan elmondhatd, hogy a larva szegmentalis idegében a glidkban és az allat
hemocitdiban egyarant megfigyelhetd a sejtkozvetitett ECM felvétel. Megfigyeltiik, hogy a
matrixfehérjék sejtszintli felvételi mechanizmusa homeosztdzis esetén alacsony szinten
mukodik, mig szoveti sériilést kovetden a folyamat aktivitasa megemelkedik mind a glidkban,
mind a hemocitdkban. Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy vagy a sériilést
kisérd aktivacios jelek miatt, vagy a roncsolt matrixfehérjék emelkedett mennyiségének

kovetkeztében a vérsejtekben és glidkban megnd a Laminin felvétel és lebontas.
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