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1. Bevezetés

A fibrézist gyakran hatdrozzak meg ugy, mint egy olyan
sebgydgyulasi folyamatot, amely kikeriil a normalis szdveti kontroll
alol. A sériilt szovetek regeneracidja esszencialis az €16 tobbsejtes
szervezetek tulélése szempontjabol, amely soran a sériilt vagy elhalt
sejtek egy szigoruan szabalyozott folyamatban épekre cserélodnek
ki. A sériilésnek szamtalan akut és kronikus forrasa lehet, mint
példaul fertézések, autoimmun folyamatok, sugarzas, kémiai noxak
¢s mechanikai stressz okozta karosodasok. A helyreallitasi folyamat
alapvetéen két Uton mehet végbe: Az elsé tipus az ugynevezett
regenerativ ut, amikor a sériilt sejteket a szervezet ugyanolyan
sejtekkel potolja. A masodik tipust, amely akkor jon Iétre, ha az elso
ut elégtelen vagy valamiért nem lehetséges, és az eredeti szdvet
kotoszovetes atalakulasaval jon létre, fibroplazianak vagy fibrotikus
sebgyogyulasnak nevezik. Ez a masodik Ut kezdetben elonyds a
szervezet szamara, azonban ha a szabalyozasa nem megfeleld, az ép
szovet irreverzibilisen lecserélddik egy extracellularis matrixban
(ECM) gazdag, a szovet eredeti funkcidival nem vagy csak
részlegesen rendelkezé hegszovetre. Sok betegségben, példaul az
idiopathias  tiidofibrozisban, majcirrhosisban, kardiovaszkularis
fibrozisban, és a vese tubulointersticialis fibrozisaban ez az extenziv
szovet remodeling végiil a szerv elégtelenségéhez és halalhoz
vezethet. Egyes adatok szerint a fejlett orszagok Gsszhalalozasanak
mintegy 45%-aért valamilyen szévet vagy szerv fibrotikus

elvaltozasa tehetd feleldssé.



A fibrozisra jellemzd szoveti atépiilésben kulcsszerepet
jatszanak a myofibroblaszt sejtek, melyek foként aktiv extracellularis
matrix képzésiik révén jarulnak hozza a folyamathoz. A
myofibroblasztok tobbféle rezidens és a keringéssel odakeriild
sejtbdl is kialakulhatnak. Egy ilyen kialakulasi méd a dolgozatomban
részletesen bemutatott ¢és vizsgalt epithelidlis mesenchymalis
tranzicio. Az epithelialis-mesenchymalis tranzicié kulcsszerepet tolt
be a szovetek fejlodésében valamint a karcinogenezis és a fibrozis
folyamataban. Korabbi eredmények azt mutatjak, hogy ez a folyamat
kozponti szerepet jatszik a kronikus vesebetegségekben lezajlo
tubulo-intersticialis fibrozisban (TIF). A tubulo-intersticialis fibrozis
soran jelent6sen lecsokken a vesében az intakt funkcidval bird
tubulussejtek szama és ezzel parhuzamosan nagy szamban jelennek
meg kotszoveti rostokat termeld fibroblasztok, és sima izom aktint
expresszalo myofibroblasztok. A TIF egy transzgenikus egér
modelljében a kialakulé myofibroblasztok majdnem 40%-a bizonyult
epithelidlis mesenchymalis atalakulason atesett tubularis hamsejt
eredetiinek. A folyamat elsé Iépése egy a hamot ért sériilés, az
intercellularis kapcsolatok legalabb részleges elvesztése. Majd ezt
kovetdéen ezek a sejtek a gyulladasos cytokin TGF-B1 hatasara
mennek keresztiil az atalakulason. A folyamat alatt a sejtek elvesztik
eredeti poligonalis alakjukat, valamint egy részét az eredeti
funkcidjuknak, példaul a tubularis szekrécid és reabszorbcid
képességét. Ezzel parhuzamosan 0j tulajdonsagok is megjelennek,

elkezdenek extracellularis matrix proteineket termelni, mint amilyen



a fibronektin vagy a kollagén, és elkezdik expresszalni a
(SMA). Mi ebben a munkaban a kontaktsériilés és a sima izom aktin
gén kozotti jelpalyat vizsgaltuk. Irodalmi adatokbol ismert, hogy
simaizomsejtekben az SMA gén {6 szabalyzo fehérjéi a serum
response factor (SRF) és koaktivarorai a myocardin related
transcripion factorok.(MRTFA, B) Ezeknek a koaktivatoroknak a
szabalyzozasa  elsGsorban  sejten  belilli  elhelyezkedésiik
megvaltoztatasa altal torténik. Nyugalmi koriilmények kozott a
cytoplazmaban az MRTF G-aktinhoz kotdik és ez komplex nem
képes bejutni a magba. Ha azonban egy stimulus hatasiara megné a
sejtben a Rho kis GTP-az fehérje aktivitasa, ez a G-actin F-actin
szalakba toténd beépiiléséhez vezet, az igy felszabadul6 MRTF mar
képes a nukleuszba transzlokdlodni. Itt az SRF-fel dimert alkot és
fokozza célgénjei expresszidjat. Munkank soran arra kerestiik a
valaszt, hogy epithel sejtekben a kontaktsériilést kovetden lehet-e
szerepe ezeknek a faktoroknak az SMA génjének szabalyozasaban.
A doktori munkam jelentds részében két az extracellularis
matrixban talalhaté peroxidaz, a PXDN és a PXDNL vizsgalataval
foglalkoztam. A peroxidazinok az allatvilagban széles korben
megtalalhatd, igen konzervalt fehérjék. Az emberi peroxidazin
fehérjék (PXDN vagy VPOI1: vascular peroxidase 1 és PXDNL:
peroxidasin-like vagy VPO2: vascular peroxidase 2) egyediilallo
szerkezeti sajatossagokkal rendelkeznek a peroxidazok kozott, mert

peroxidaz-homolég doménjeik mellett az extracellularis matrix



fehérjékre jellemzé motivumokat is tartalmaznak. A peroxidazint
részletesen eldszor Drosophilaban, majd huméan sejtvonalakban
tanulmanyoztak, azonban Génbankbol szarmazé adatok alapjan
ezeken kiviil még szamos fajban megtalalhat6. A human peroxidazin
tartalmaz N-terminalisan egy extracellularisan iranyitd szignal
peptidet, extracellularis matrix motivumokat, mint az N-terminalis
leucin- illetve cisztein-gazdag régiok, a C-terminalis cisztein-gazdag
régio és az alfa-helikalis rész; négy immunglobulin hurkot; valamint
az emberi peroxidazokkal nagyfoku homologiat mutaté peroxidaz
domént, amely a hemkotés és az enzimatikus aktivitds szempontjabol
kritikus aminosavakat a megfelel6 pozicidkban tartalmazza. A
humén peroxidazint kédold mintegy 7,5 kilobazis hossziisagh mRNS
a feln6tt szovetekben széles korben kifejezddik, sajat eredményeink
alapjan legnagyobb mennyiségben a szivben, a placentdban, a
lépben, a tiidoben, belekben, valamint a borben. A normal
szoveteken kiviil expresszalodik még kiilonb6z6 tumorokban, mint
pl. melanomakban vagy egyes emlddaganatokban. Az enzimatikus
aktivitast illetéen a Drosophila peroxidazinra vonatkoz6 adatok
szerint a fehérje in vitro hemet kot és képes a klasszikus
peroxidazokra jellemzé reakciok Kkatalizalasara. A hagyomanyos
peroxiddz szubsztratokat altalaban mas, jol ismert peroxidazokhoz
képest, amilyen a laktoperoxidaz, a myeloperoxidaz vagy az
ovoperoxidaz, kisebb sebességgel alakitja at. A tirozin jelenlétében
torténd ditirozin képz6dés azonban az elébbi enzimekhez viszonyitva

nagyobb sebességgel megy végbe peroxidazin altal katalizaltan.



2. Célkitiizések

Munkank soran az alabbi célokat tiiztiik ki magunk elé:

1. A heterolog modon expresszalt MRTF-transzkripcios
faktorok jellemzése LLC-PK1/AT1 sejtekben.

2. A PXDN fehérje vizsgdlata in vitro és in vivo.

3. A PXDN egy humdn homologja a PXDNL jellemzése.



3. Modszerek

Anti-PXDN és PXDNL ellenanyag

Nyulakat immunizaltunk a PXDN C-terminalis részét (1329-1479
AS) vagy a PXDNL C-terminalis részét (1312-1463 AS) tartalmazo
GST fuzios fehérjével, majd a szérumbol ugyanezekkel az Affigel 10
(BioRad Laboratories, Richmond, CA, USA) gyongyre kotott
antigénekkel affinitaskromatografids eljarassal tisztitottuk a

poliklonalis ellenanyagunkat.

Sejtkultura

A COS-7 sejteket 10% FBS-t, 50 U/ml penicillint és 50 pg/ml
streptomycint  tartalmazé ~ Glutamax = DMEM  médiumban
novesztettiik. A humén primer tiidéfibroblasztokat (PromoCell,
Heidelberg, Germany) 2% FBS, 5 pg/ml Insulin, 1 ng/ml FGF
tartalmu FBM-ben novesztettiik. Az EMT kisérleteinkhez sertés
eredetli, proximalis tubulus hamsejt vonalat, az LLC-PK1 sejteket
hasznaltunk. Az eredeti vonalbol szelektalt Cl4 klon, amely az
angiotenzin Il AT1-es receptorat stabilan expresszalja Dr. R. Harris
ajandéka. Az LLC-PK1 sejtek széles korben hasznalt, jol
karakterizalt alanyai nefrologiai és fiziologiai kutatdsnak. A sejteket
alacsony glukdz tartalmi Dublecco’s Modified Eagle médiumban
(DMEM) tenyésztettik (1000 mg/l glukdéz) a kovetkezokkel
kiegészitve: 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 10%



FBS. Minden sejtet 5% CO2-tartalmazod, vizgézzel telitett
inkubatorban tenyésztettiink 37 °C-on. A TGF-f1 kezeléseket
megeldzden a sejteket 0,05% FBS tartalmii médiumban tartottuk egy
¢jszakdn  keresztil. A TGF-f1 (R&D Systems) kezelés
szérummentes kornyezetben tortént 24-48 oran keresztiil. Az esetek
egy részében a kezeléseket kiegészitettitk 100 uM 6-aminolevulinsav
(Sigma-Aldrich) hozzaadasaval.

Az extracellularis kalcium szint csokkentésé¢hez a sejteket alaposan
mostuk kalciummentes foszfat puffer oldattal (PBS), majd megfeleld
(Gibco-BRL) oldatot adtunk a tenyésztdedényekbe. A sejtek a
kalcium-fiiggd sejtadhéziok hianyaban kb. 30 perc alatt
szeparalodtak egymastol.

Az emlds expresszios vektorokat Fugene6, Fugene HD (Roche
Diagnostics), Lipofectamine 2000 vagy Lipofectamine LTX (Life
technologies) transzfekcids reagensek segitségével juttatuk a sejtekbe
a gyartok altal ajanlott utasitisoknak megfeleléen. Az siRNS
transzfekciokhoz Interferin siRNA (Polyplus Transfection) vagy
RNAIMAX (Invitrogen) reagenseket hasznaltunk.

Western blot kiserletek

A fehérjemintdkat 4x Laemmli pufferben vettiik fel, majd 10 percig
100 °C-on denaturaltuk. Ezek utan a mintékat 8 vagy 10 %-os, SDS-
poliakrilamid gélen szeparaltuk. A gélen elvalasztott fehérjéket

nitrocelluléz membranra blottoltuk (12 o6ra, 45 V), majd 5 %-0s



tejport és 0,1 % Tween20-at tartalmaz6 PBS-ben blokkoltuk. Az
elsddleges antitestekkel 1 orat inkubaltuk a blokkolé oldatban
szobahémérsékleten, majd 6x5 perces mosas utan, HRP-konjugalt
anti-nyul vagy anti-egér masodlagos antitestet (Amersham
Pharmaceuticals) hasznaltunk 1:5000 higitasban, melyet egy
kemilumineszcencia elven mikddo eljarassal (ECL, GE Healthcare)
el6hivtunk, majd a jelet FUJI Super RX filmen detektaltuk. A PXDN
precipitacios kisérletekhez a 1:4 aranyban 100 % triklor-ecetsavat
adtunk a sejtekrdl eltavolitott médiumhoz. A mintakat 10 percig
jégen tartottuk, majd a precipitaitumot kifugaltuk az oldatbol (14K
rpm, 5 perc). A csapadékot ezutan 3x jéghideg acetonnal mostuk,
majd 95 °C-ra helyeztiik 5 percre. A kiszaritott mintat 4x Laemmli
pufferben vettik fel és 10 percig foztik miel6tt az SDS-
poliakrilamid gélre toltottik.

Peroxidaz aktivitas mérése

A PXDN cDNS-ével transzfektalt COS-7 sejteket két nappal a
transzfekcido utan 1 %  hexadeciltrimetilammonium-bromidot
tartalmaz6 PBS-ben lizaltuk, majd a lizatum peroxidaz aktivitasat
mértilk Amplex Red H,O,/Peroxidase Assay modszerrel (Molecular
Probes) a hasznalati utasitasban leirtak szerint. A reakcidban
keletkezett resorufin fluoreszcenciajat 30 perc utdn 550 nm-en
excitdlva 590 nm hulldmhosszon mértiikk. Kontrollként iires
pcDNA3.1  plazmiddal transzfektalt COS-7  sejtlizatumot

hasznaltunk.



Az MRTF proteinek nuklearis/citoszolikus megoszlasanak vizsgalata.
Az MRTF-Flag festések kvantifikalasdhoz az ImagePro Plus
szoftvert hasznaltuk. A fluoreszcencia intenzitasat vagy harom egy
egyenes mentén elhelyezkedd véletlenszertien kivalasztott ponton,
vagy pedig harom véletlenszeriien kivalasztott region of interestben
(ROI) mértiik meg a sejtmagban és citoplazmaban. A két modszerrel
nyert értékek szignifikdnsan nem kiilonboztek egymastol. A mag
teriletén ¢és a citoplazma teriiletén mért harom-harom értékét
atlagoltuk, majd ezt hasznaltuk fel a mag/citoplazma hanyados
szdmitasahoz. A mag pontos lokalizacigjanak meghatdrozasahoz
DAPI festéket hasznaltunk. Az igy nyert értékeket aztan harom
kategoriaba soroltuk: Ha a hanyados < 0,75 a festddés citoszolikus,
ha 0,75 és 1,25 koz¢ esett, akkor a festddés mag és citoszol, ha pedig

> 1,25, akkor nukledris festédés kategoriaba keriilt.

10



4. Eredmények és kovetkeztetések

Mivel az MRTF transzkripcios faktorok sejten beliili
lokalizacidja és szabalyozasa a kisérleteink kezdetén még nem volt
ismert epithelialis sejtekben, ezért el6szor Osszehasonlitottuk a két
izoforma (MRTF-A, MRTF-B) elhelyezkedését a vese epithel
eredetiit LLC-PK1 sejtekben és a fibroblasztszertt CHO sejtekben. A
CHO sejtekben mind az MRTF-A (67%), mind az MRTF-B (82%)
dontden citoplazma festddést mutatott. Ezzel részben ellentétben az
LLC-PK1 sejtek esetén az MRTF-A a legtobb esetben (>70%)
sejtmagba lokalizalodott, mig az MRTF-B dontéen (>70%)
citoszolikus maradt. Ezen eredmények tikrében megallapithato,
hogy az MRTF fehérjék esetében jelentOs sejtspecifikus kiillonbségek
figyelhetdek meg az intracellularis lokalizacioban. Mivel LLC-PK1
sejtekben zommel az MRTF-B lokalizalt a citoszolba,
megvizsgaltuk, hogy van-e valamilyen hatasa a Rho jelatvitelének a
fehérje disztribucidjara. A sejtmagban taldlhato MRTF-B relativ
aranya mintegy nyolcszorosara nétt az aktiv Rho jelenlétében, ami
felveti a Rho szerepét a transzlokacid szabalyozasdban. Ezek utan
arra voltunk kivancsiak, hogy az MRTF-B-vel transzfektalt LLC-
PK1 sejtek hogyan viselkednek Ca**-mentes kornyezetben, mellyel a
kontaksériilést modelleztiik. A kalcium megvonas hatasara a

nuklearis MRTF-B festddést mutatd sejtek aranya 2,5-szeresére nott.
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Ha egy p190GAP overexpresszidja segitségével interferaltunk az
endogén Rho aktivitassal, ez a hatas szinte teljesen kikiiszobolhetd
volt. Az elébb felsorolt eredmények nagyban hozzajarultak, ahhoz
hogy a kontaktsériilés indukalta Rho, ROK, pMLC medialta MRTF
transzlokaciot egy 1j, kozponti jelatviteli mechanizmusként
azonositsuk az epithelialis mesenchymalis atalakulas
szabalyozasaban.

A PXDN jellemzése soran megallapitottuk, hogy a fehérje
jelen van human primer fibroblasztokban. Ezekben a sejtekben a
fehérje az endoplazmas retikulumban helyezkedik el. In vitro
kisérleteinkben azt talaltuk, hogy TGF-B1 hatisara a PXDN jelent6s
expresszio-fokozodast mutatott és megfigyeltiik, hogy a sejtek o-
amino-levulinat jelenlétében médiumba szekretaljak a fehérjét. Az
extracellularis matrixban a fehérje a fibronektinnel részben
kolokalizalva halézatos struktarat hoz Ilétre. Az endogénen
kifejez6dé fehérjének nem detektaltuk peroxidaz aktivitasat,
valamint csendesitésének nem volt mérhetd kovetkezménye a sejtek
H,0, termelésében, ennek ellenére mégsem zarhato ki, hogy a
peroxidazin aktiv peroxidazként szekretalodik a differencialodo
fibroblasztokban. Egy egér vesefibrozis modellben, az unilateralis
ureter obstrukcidban megemelkedik a PXDN expresszidja a
fibrotikus vesében. Immunfestések segitségével kimutattuk, hogy a
fehérje a peritubularis térbe keriil és ott kolokalizal a fibronektinnel.
Az eredményekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy TGF-B1 hatasara

l1étrejovo expressziofokozodas és szekrécid nemcsak a sejtkultura
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koriilményei kozott, hanem in vivo is 1étrejon. Eredményeink arra
utalnak, hogy a myofibroblasztok egy emlds peroxidazt a
peroxidazint is szekretaljak, ami beépiilve az extracellularis matrixba
egy Uj, korabban nem ismert modja az extracellularis matrix
szintézisnek.

Azonositottunk és megklonoztunk egy j emberi génterméket,
a PXDNL-t, amely nagyban homolog a human peroxidazinnal. Az
mRNS expresszids mintazata szerint az emberi szervezetben csak a
szivben fejezddik ki. Northern blot kisérleteink alapjan a sziven beliil
egyenletesen oszlik el a kodol6 mRNS, amely j6 6sszhangban van az
in situ hibridizaciés eredményeinkkel, melyek szerint a
cardiomyocytak expresszaljak a gént. A pxdnl expresszidja
jelentésen fokozodik dilatativ cardiomyopathiaban, ami felveti
esetleges szerepét ebben a korfolyamatban. A szekvencia analizise
alapjan megallapitottuk, hogy a fehérje néhany, a peroxidaz domén
hem kotéséhez elengedhetetlen konzervalt aminosavat nem
tartalmaz. Kimutattuk, hogy a PXDN-nel szemben a fehérjének nincs
peroxidaz aktivitasa, ami valoszinlleg Osszefliggésben van a
konzervalt aminosavak hianyaval. Immunfestéseket végeztiink
PXDNL transzfektalt sejteken és megallapitottuk, hogy a szignalunk
kolokalizal a PDI jel6lédéssel, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
fehérje az endoplazmas retikulumban talalhatd. Emberi szivben és
cardiomyocytakban a fehérje az endoplazmas retikulum mellett a
sejtek membranjainak talalkozasanal az Eberth féle vonalaknak

megfelelden is detektalhatd. Munkank soran megallapitottuk, hogy a
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PXDNL képes diszulfid hidakon keresztil fehérje-fehérje
asszociaciokat kialakitani. A protein komplexek molekulatomege
alapjan elképzelhet6, hogy a PXDNL oligomerizalodik és azt is
kimutattuk, hogy a fehérje képes a PXDN-nel dsszekapcsolodni. A
kizarolagos sziven beliilli expresszid, valamint a fehérje
doménstruktiraja,  szekrécidos  szignalszekvencidja,  valamint
immunfestéseink felvetik a lehetdségét, hogy a szivben a PXDNL-

nek jarulékos extracellularis matrix megerdsité funkcidja lenne.
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