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Roviditések jegyzéke

BAX BCL2-asszocialt X protein

BCL2 B-sejt limfoma protein 2

bp bazispar

CDKN1A p21 ciklin dependens kinaz

CDS kodolo szakasz

Comp23 N-[4-(8-metil(4-hidroimidazo[1,2-a]piridin-2-il))fenil](3,4,5-73
trimetoxifenil) karboxamid

DCFDA 2',7'-diklorofluoreszcein diacetat

DMEM Dulbecco altal moédositott Eagle-médium

DMSO dimetil-szulfoxid

DSS dextran szodium szulfat

ECM extracellularis matrix

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EGF epidermalis novekedési faktor

FI fluoreszcencia intenzitas

FBS magzati borji szérum

GCLC gamma-glutamil cisztein szintetaz

HMOX1 hem-oxigenaz

IBD gyulladasos bélbetegség

IL- interleukin-

KO geénkilitott (,,knock out™)

LDH laktat dehidrogenaz

NRF2 eritroid eredetii 2-es tipust nuklearis faktor 2

NQO1 NAD(P)H:kinon oxidoreduktaz 1

PARKY Parkinson’s disease 7

PBS fosztat-pufferes sdoldat

PCNA proliferald sejt nuklearis antigén
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PDGF-B vérlemezke eredetlindvekedési faktor B

pdMF primer duodenalis miofibroblaszt
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1. Bevezetés
1.1. Szoveti atrendezodés

1.1.1. Szoveti atrendezodés patomechanizmusa

A szoveti atrendezddés alatt egy jol differencialt, meghatarozott funkcidval bir6 szovet
strukturalis megvaltozasat értjiik. A szoveti atrendezddés két csoportba oszthatd. A
fiziologias atrendezddés, mely elsdsorban az embriogenezis soran figyelhetd meg, egy
normalis, endogén mechanizmus, mely tobbnyire az érintett szovet funkciojanak
megvaltozasaval jar [1]. Ezzel szemben a patologias atrendezddést kiilsé inger valtja ki,
jellemzOen egy sériilés vagy betegség szovodményeként [2]. Jelen tanulmany
kozéppontjaban ez utdbbi tipusu szdveti dtrendezddés all.

A kivalto oktdl, az érintett szervtdl fiiggetleniil a folyamat patomechanizmusa szervezet
szerte egységes képet mutat [3]. A koros szdveti atrendez6dés folyamatat szamos tényez6
aktivalhatja, ilyen a gyulladas, fert6zés, autoimmun reakcid, toxin, sugarzas vagy
mechanikai sériilés kovetkeztében kialakuld szovetkarosodas. A karosodo sejtekbol
gyulladdsos mediatorok szabadulnak fel, melynek hatdsdra a sériilés kornyékén
vazodilatacio, fokozott érpermeabilitas, és a miofibroblasztok aktivacidja figyelheté meg
[1, 2].

A miofibroblasztok a szoveti atrendezédés kulcsfontossagu szerepléi. A sejttipus
eredetérdl szamos kisérletes bizonyiték, teoria és ezzel egyiitt ellentmondas talalhat6 az
irodalomban [4, 5] (1. abra). Legvalosziniibb elmélet szerint nyugvo allapota
fibroblasztok profibrotikus citokinek, példaul transzformalé novekedési faktor béta
(TGF-B), illetve vérlemezke eredetli ndvekedési faktor (PDGF) hatasara
differencialodnak miofibroblasztokka [6-9]. A miofibroblasztok, ahogy arra neviik is arra
utal, két sejttipus jellegzetes tulajdonsagait hordozzak. Izomsejtekhez hasonldan (mio-)
erdteljes kontrakciora képesek az osimazom-aktin (a-SMA) sejtvazalkoté komponensiiknek
koszonhetden, melyet a sejttipus els6szamu biomarkereként ismeriink [10, 11]. Emellett
a fibroblaszt sejtekhez hasonldéan extracellularis matrix (ECM) komponensek (pl.
kollagének, fibronektinek, integrinek) (2. abra), illetve a szilard kotészoveti struktira
kialakitasahoz sziikséges enzimek (matrix metalloproteazok (MMP), illetve ezen
enzimek szoveti inhibitorai (TIMP)) termelésére képesek, valamint fokozott proliferacios

készséggel birnak [12].
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1. abra. Miofibroblasztok lehetséges eredetérél szamos elmélet létezik a

Fibroblaszt

szakirodalomban. A legval6sziniibb tedria szerint nyugvo fibroblasztok aktivaciojakor

jonnek 1étre, de feltételezhetben madas sejttipusok differencidloddsa révén is

keletkezhetnek. (Sajat abra [13])

A szoveti sériilés hatasara aktivalodo miofibroblasztok a karosodott epitél- illetve endotél
sejtekkel egyiitt MMP enzimek termelésével bontjék meg nem-sejtes szoveti allomanyt,
permeabilitassal bird erekbdl [14]. A szovetbe jutdé immunsejtek elsédleges feladata az
immunogén szoveti tormelékek, az elpusztult sejtek, illetve az idegen organizmusok
(baktériumok) eltavolitdsa. Ezt kovetden az immunsejtek 4altal termelt citokinek,
kemokinek inditjak el a regeneracios folyamatot, mely célja a funkcioképes szovet
visszaépiilése [2]. A miofibroblasztok - fokozott proliferacios és migracios készségiiknek
koszonhetden - a sériilés helyén felszaporodva igyekeznek helyreéllitani a megbomlott
szoveti struktirat. Az ECM komponensek, MMP és TIMP enzimek termelésének kényes

egyensulyaval alakitjak ki azt a kotészoveti alapot, mely a reepitelizaciot biztositja [14].
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2. abra. Az extracellularis matrix (ECM) 6sszetétele. Az ECM legfébb komponensei
kozé a kollagénrostok, a glikoproteinek, mint amilyen fibronektin, valamint
proteoglikanok sorolhatok. Sejtfelszinen talalhato transzmembran fehérjékhez, példaul

integrinhez k6tddhetve befolyasolhatjak a sejtek miikodését. (Sajat abra [13])

A fent emlitett folyamat precizen szabalyozott, célja az eredeti szoveti struktura
helyreallitasa. Abban az esetben, ha a miofibroblasztok aktivaciot kivaltod faktorok
tartosan jelen maradnak (pl. kronikus gyulladas esetén), felborul a kotdszovet felépiilése
¢és bontasa kozti kényes egyensuly [15]. A hegszovet tulzott mértéki feldasulasa gatolja
a funkcidképes szovet visszaalakuldsat, €s ez az ¢érintett szerv funkcidjanak
csokkenéséhez, sulyosabb esetben elvesztéséhez vezethet [7]. Egyes becslések szerint a
fejlett nyugati vilagban torténd halalesetek 45%-anak hatterében fibrotikus elvaltozasok
fedezhetok fel [2].

1.1.2. Koros szoveti atrendezodés a vesében

A kiilonbozé eredetli kronikus vesebetegségek (CKD) a vildg lakossaganak
hozzavet6legesen 10-15%-at érintik [16, 17]. A CKD soran a vese hegesedése végiil,
vese mitkodésének stilyos besziikiiléséhez, végstadiumu veseelégtelenséghez vezet [18].

A leggyakoribb kivalté okok koziil kiemelkedik a cukorbetegség €s a magas vérnyomas,
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autoimmun reakciok, de kiilonboz6 mutacidk, viralis és bakterialis infekcio, trauma,
hipoxia, toxikus hatas kovetkeztében is kialakulhat a veseszovet hegesedése [19]. A
hegesedés szovettani képe a vese primer betegségtdl fliggden valtozhat, érintheti a
tubulointersticialis teret, a glomerulusokat és az ereket [20, 21]. Jelenleg a végstadiumu
veseelégtelenség lehetséges terapidjaként vesepotld kezelés, mint a dializis vagy a

vesetranszplantacio jon szoba [17].

1.1.3. Koros szoveti dtrendezédés a bélben

A bélham jellegzetessége, hogy a béllumen fel6l folyamatos mechanikai, bioldgiai és
kémiai ingereknek van kitéve, emiatt a sejtek karosodasa és regeneracioja egy allandoéan
jelen 1évé folyamat. Emiatt az egészséges bélszovetben is allandé a miofibroblasztok
jelenléte, melyek a reepitelizaciohoz nélkiilozhetetlen bazalis membran komponenseit
termelik [13] (3. abra).

Szamos bélrendszeri megbetegedéshez tarsul koros szoveti atrendezddés. A legismertebb
talan ezek koziil a gyulladasos bélbetegség (IBD)-asszocialt hegesedés, de az irradiacios
enteritisz, kronikus ischaemias enteritisz, vagy cisztas fibrozis is eredményezheti a bélfal
hegesedét. A gasztrointesztinalis talyogok és fekélyek szintén a koros szoveti
atrendez6dés eredményei, hasonloan a colidkia jellegzetes szovettani elvaltozasaihoz,
mint a boholyatréfia vagy a hiperplazia [22, 23]. Erdekes, hogy bar a colidkiara nem
jellemz0 a hegesedés tipikus folyamata, a betegség soran nagyfoku, funkciocsokkenéssel
jar6 atalakulas lathato a bélmukozaban, amely hatterében tobbek kozt abnormalis bazalis
membran struktarat és miofibroblaszt miikodést irtak le [13, 24, 25].

A bélmukoza karosodasaban kiemelkedd szerepet jatszik az oxidativ stressz, illetve az
epitél sejtek antioxidans védekezdképessége kozti egyensuly felbomlasa [22]. A
bélhamba infiltrdlodd6 immunsejtek altal termelt oxigén- és hidroxilgyokok az
immunogén anyagok mellett az epitél sejteket is karositjak, de egyes, a tapcsatornaban
lev6 anyagok (pl. gliadin) k6zvetlentil is kivalthatnak oxidativ stresszt [26]. A bélmukoza
karosodasanak hatasara romlik a bélham barrier funkcidja is, ami az immunogén
vezet. Az oxidativ stressz fontossagat jol jelzi, hogy a betegek mintdin mért antioxidans
kapacitas jol korrelal a gyulladassal jar6 bélbetegségek progressziojaval, legyen sz6 IBD-

r6l, vagy coliakiarol [27-29].

10
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A bélham koros atépiilése sulyos kovetkezményekkel jar. A nem megfeleld reepitelizacio
a funkciocsokkenés miatt felszivodasi zavarokhoz, gyerekkorban fejlédési zavarokhoz
vezet, de a bélham integritdsdnak csokkenése kronikus gyulladds kialakuldsat is
progredidlja. A hegesedés a bélfal megvastagodasdhoz, passzdzszavarhoz, stulyosabb
esetben strictura kialakulasahoz vagy bélelzarédashoz vezethet [23]. Mivel napjainkban
nem létezik megfeleld antifibrotikus terdpia, egyetlen lehetdségként sziikségessé valhat
az érintett bélszakasz miitéti Gton valo eltavolitasa is. A Crohn betegségben szenveddk

75%-a ¢lete soran legalabb egyszer atesik a bélrendszerét érintd sebészeti beavatkozason
[30].

y) OO
3) Q
S Fibroblasztok
Epitél sejtek —= e
- g Intersticialis szubepitelialis
" S . miofibroblasztok
Bazahs’ & %
membran S &
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3. abra. Sematikus abra a bélszovet szerketérol. Az epitél sejtek alatti rétegben

elhelyezked6 miofibroblasztok biztositjak a bazalis membrant alkoté molekulak

crer

11
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1.2. Aktinok

Az aktin fehérjék szamos sejtfunkcié nélkiilozhetetlen elemei, ilyen a sejtosztodas, az
alak- és helyvaltoztatas, sejtkapcsolatok kialakitasa, mikroorganellumok koordinalasa és
rogzitése. Bar az aktinokrol az irodalomban gyakran egyszeriien ,az aktin”-ként
beszélnek, valdjaban egy jol konzervalt, hat kiilonbozé fehérjét magaba foglalo
fehérjecsaladrol van szé. A kiilonbozo aktin izoformakat kiilon gének kodoljak, az egyes
fehérjék kozti kiilonbség mar-mar elenyész6. A két legkevésbé hasonld aktin
aminosavszekvencidja is 93%-ban megegyezik, ennek ellenére bioldgiai funkcidjuk jol
elkiilonithetd, egymas szerepét nem, vagy csak részben helyettesithetik [31].

Az aktinok tobbféle szempont szerint csoportosithatoéak (1. tablazat). Az egyes izoformak
izoelektromos pontjuk, tehat a fehérjék struktaraja szerint, bazikussaguk alapjan sorolva
a-, B-, illetve y-aktinok lehetnek. Szdveti jelenlétiik szerint izom- és citoplazmatikus
format kiilonboztethetiink meg [32]. Monomer formaban az aktin fehérjék globularis
negyedleges szerkezetiiek (G-aktin), polimerként fibrillumokat alkotnak (F-aktin). A két
forma kozti atmenet reverzibilis folyamat, azonban a legtobb ismert biologiai funkcid az
F-aktinhoz kdthetd, igy annak depolimerizacidja (tobbek kozt oxidativ stressz hatasara)

funkciovesztéssel jar.

1. tablazat. Aktin izoformék csoportositasa, fobb jellemzdi. F: fibrillaris negyedleges

szerkezet; G: globularis negyedleges szerkezet

Szoveti Jellemzo szovet, Funkcionalis
Gén Fehérje Bazicitas

funkcio sejttipus forma

ACTA1 Olyazizom-aKLin o izom vazizom F
. . simaizom,
ACTA2 Oisimaizom-aktin o izom o F
miofibroblaszt

ACTB B-aktin B citoplazma minden sejt F,G
ACTC Olszivizom-akKtin a izom szivizom F
ACTG1  vcitoplazmatikus-aKtin Y citoplazma minden sejt F,G
ACTG2 Ysimaizom-aktin Y izom bélrendszer simaizma F

12
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1.2.1. lzom aktinok

Az izomszovetekben eléforduld izoformak, az dsimaizom- (a-SMA, melyet az ACTA2 gén
kodol), oszivizom- (ACTC), Ovazizom- (ACTAL) és ysimaizom- (ACTG2) aktinok — ahogy arra
nevilk utal, foként specialis izomszovet sejtjeiben expresszalodnak [32]. Az a-SMA
simaizomsejtek mellett miofibroblasztokban fejezddik ki, jellegzetes stresszrost halozatot
alkotva [6]. Az izom aktinok stabil fibrillumokként polimerizal6dnak, amelyek miozinnal
komplexet képezve erdteljes kontrakciora képesek. Ezen formék biztositjdk az
individualis sejtek Osszehtizodasat, motilitasat, alakvaltozasat, sejtcsoportként pedig az

izomszovet 6sszehuzodo képességét [31].

1.2.2. Citoplazmatikus aktinok

A citoplatmatikus aktinok kozé tartozik a B- (ACTB), illetve a ycitoplazmatikus- (ACTG1)
aktin, melyek minden sejtben megtalalhatoak, a sejtvaz legfobb alkotdelemeinként
ismerjiik Oket [31, 32]. Ezen izoformak filamentaris alakja kevésbé stabil,
polimerizécidja-depolimerizacidja az izom aktinokhoz képest joval dinamikusabb
folyamat. Bar struktirelemkénti funkcidjat filamentaris formaban tudja ellatni, az F-G
formak kozti 4talakulas szdmos intracellularis folyamat alapja, mint amilyen a kromatin
atrendezd6dés, nuklearis transzport, vagy a mikrofilamentumok ¢és -tubulusok miikodése
[33]. Stabil expresszidjuknak koszonhetden gyakran hasznaljak molekularis biologiai

modszerek referencia elemeként mind fehérje, mind génexpresszidos mérések esetén [34].

1.3. 1L-24

Az interleukin 24 (IL-24) az IL-10 citokincsalad, azon beliil az IL-20 alcsalad tagja [35].
Fo6 forrasaiként az immunsejteket azonositottak, de kimutattak, hogy epitél sejtek, illetve
fibroblasztok is termelhetik [36, 37].

Biologiai hatasat az IL-20RA/IL-20RB, illetve IL-22RA/IL-20RB heterodimer
receptorokon keresztiil fejheti ki, melyet foként epitél-, immun- és fibroblaszt sejtek
expresszalnak [36, 38-40]. Ennek megfeleléen irodalmi ismereteink elsésorban az 1L-24
epitéliumban zajlo6 immunoldgiai folyamatok, illetve a szdveti regeneracio
szabalyzéasaban betoltott szerepérdl szolnak. Az IL-24 — IL-20RB jelatvitelérdl fellelhetd

adatok ellentmondésosak. Bar ismert, hogy a receptor aktivacidja JAK, STAT, SOCS
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jelatviteli utvonalak aktivalodasdhoz vezethet, a citokin ezen utvonalaktol fliggetlen
hatasat is leirtak mar [37, 41].

Az IL-24 fokozott jelenlétét mutattdk ki szamos szoveti atrendezddéssel jard betegség
kapcsan, igy pszoriazisban, gyulladasos bélbetegségben, reumatoid artritiszben szenvedd
betegek szoveti mintaiban [42]. Emellett korabban kutatdcsoportunk a vesefibrozis
experimentalis modelljében az egyik legnagyobb mértékben expresszalodd molekulaként
azonositotta[43]. Mindezen eredmények az IL-24 szoveti atrendezédésben betoltott

fontos szerepére utalnak, azonban a pontos mechanizmusa maig sem tisztazott.

1.4. PARKY

A Parkinson’s disease 7 (PARKY7) egy rendkiviil sokoldalu, citoprotektiv molekula, mely
foként neurodegenerativ betegségek kapcsan ismert, de szerepe mas betegségek kapcsan
is feltételezhetd [44-46]. Kutatocsoportunk egy korabbi kozleményében fokozott PARK7
expressziot mutatott ki colidkidban szenvedd betegek gyulladt vékonybél
nyalkahartyajaban [47]. Hasonloképp, genomszintli asszociacids tanulmanyok egyes
polimorfizmusait intesztinalis gyulladassal jaro6 megbetegedés hajlamosito tényezdjeként
azonositottak [48, 49].

A PARKY7 sejtvédd hatasat tobb kiillonbdzé mechanizmuson keresztiil fejtheti ki. A
PARKYT7 direkt antioxidans hatidsa enzimaktivitasanak, illetve dajkafehérje (chaperon)
funkciojanak koszonheté, e mellett az oxidativ karosodas mérséklésében foként
transzkripcid-regulacids szerepe érvényesiil. A fehérje egyfajta oxidativ szenzorként az
oxidacios allapotatol fliggben transzkripcios faktorokat, példaul NRF2 és P53
molekulékat stabilizal. A PARK7 oxidacioja révén megvaltozik konformacios allapota,
az addig komplexalt transzkripcios faktorok felszabadulnak, melyek a sejtmagba torténd
transzlokaciét kovetden a stresszvalaszban szerepet jatszd elemek expressziojat
indukaljak [50, 51]. A fenti mechanizmusok egyiittesen az oxidativ karosodas
mérséklését, a sériilt makromolekulak javitasat, illetve az érintett sejt tlélését segitik elo.
Mindez Gsszhangban van azzal a ténnyel, hogy a PARK7 funkcidveszté mutacioja a
magas oxigénszintnek kitett neuronsejtek fokozott halalat, ezaltal neurodegenerativ
betegségek korai kialakulasat eredményezi [44, 45]. Ezzel szemben funkcionyerd
mutacidja onkogén, mivel az érintett sejtek ellenallova valnak az apoptozissal szemben,

s ez koros sejtburjanzashoz vezet [52].

14



DOI:10.14753/SE.2021.2469

2. Célkitiizések

PhD dolgozatom kozéppontjaban a szoveti atrendez6dés patomechanizmusanak
vizsgalata all. A bemutatott kisérletek f6 célja az atrendez6dés folyamataban szerepet
jatsz6 molekulak azonositasa, illetve azok biologiai szerepének tisztazasa. Kisérleteim
soran kiilonds figyelmet kap az aktin molekula, mint a t¢émaban kiemelked6 fontossaggal

bir6 marker. A munkam soran az alabbi célokat tiiztem ki:

e Aszoveti atrendez6déssel kapcsolatos szakirodalomban alkalmazott, a kiilonb6z6
aktinok  expresszidjanak  meghatarozasahoz  hasznalt PCR  primerek
specifikussadganak felmérése.

e Az irodalomban alkalmazott, aspecifikus aktin primerek hasznalatabol adodo
mérési hiba jelentéségének felmérése in vivo kisérletbdl szarmazo mintakon.

e Human, egér, illetve patkany aktin expressziok analizisére alkalmas primerek
tervezése, optimalizaldsa, validalasa.

o Az IL-24 szerepének vizsgalata a vese ¢s bél szoveti atrendezédésének
patomechanizmusaban, kiilonos figyelemmel a miofibroblasztok aktivacidjara.

e A PARK7 szerepének vizsgalata a coliakia soran tapasztalhatdo szoveti
atrendez0dés patomechanizmuséaban, kiilonds figyelemmel az epitélsejtek

oxidativ karosodasara.
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3. Modszerek

3.1. In vivo, ex vivo Kisérletek

Allatkisérleteinket a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti  Bizottsaga
engedélyezte (PEI/001/83-4/2013). A vizsgalatok soran 6-8 hetes, 20-24 g stlyt him
C57BL/6J (Charles River Laboratories), illetve C57BL/6J genetikai hattérrel rendelkez6
1120rb génkititott (KO) egereket (University Medical Center Ulm) hasznaltunk. Az
allatokat standard koriilmények kozott tartottuk, kontrollalt hdmérsékletii (22 + 1°C)
szobakban, 12 oranként valtakozo vilagos és sotét periddusok mellett. Az allatoknak

szabadon elérhet6 standard ragcsalotapot és vizet biztositottunk.

3.1.1. Unilateradlis uréter obstrukcio (UUO)

A vesehegesedés soran zajlo folyamatokat UUO-n atesett allatokon vizsgaltuk (n=6-
8/csoport).

A muitéti  elokészités soran az egerek altatdsat és altalanos érzéstelenitését
intraperitonealis ketamin-xilazin injekcioval végeztiik. Az allatok hasanak kdzépvonalan
2 cm-es bemetszést ejtettiink, a hasizmokat oldalirdnyba széthtuztuk, igy konnyen
hozzaférhetévé valtak az egerek uréterei. Az egerek bal uréterét megtisztitottuk a
kornyez6 zsir- és kotészovetektol, majd azt 4-0-s, nem felszivodo fonallal az uréter
eredésétol kb. 5 mm-re elkotottiik. Ezek utan a hasfal rétegeit 4-0-s sebészi fonallal
egyesitettiik. A kontroll csoportban résztvevd, ,almitott” allatok a fent leirt
beavatkozason estek at, az uréteriiket azonban érintetleniil hagytuk.

Az egerek bal veséit a miitét utani 7. vagy 14. napon tavolitottuk el, ketamin-xilazinnal
torténd talaltatast kovetden. A veseburok lefejtése utan levagtuk a vesecsucsokat, a

fennmarado szovetet feldaraboltuk, €s a tovabbi vizsgalatokig -80°C-os hiitében taroltuk.

3.1.2. Dextran szodium szulfdt (DSS)-indukdlta bélgyulladds

A kronikus gyulladds hatdsdra végbemend szoveti atépiilés, hegesedés folyamatat a
bélgyulladds experimentalis allatmodelljén, DSS oldattal itatott egereken vizsgaltuk
(n=6-8/csoport).

A kisérletek soran az allatokat 7 napig 2,5% DSS (MP Biomedicals) oldattal itattuk, majd
12 napig Gjra normal ivovizet kaptak. A kontroll allatok a teljes kisérlet alatt tiszta vizet
kaptak. Az egerek testsulyat, illetve a kolitisz klinikai tiineteinek stilyossagat [53] naponta

monitoroztuk.
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Az indukciot kdvetd 19. napon ketamin-xilazinos altatds utan atvagtuk az allatok aorta
abdominaliszat, majd kioperaltuk a vizsgalni kivant bélszakaszokat. A foszfat-pufferes
sooldattal (PBS) atmosott szovetdarabokat a tovabbi vizsgalatokig -80°C-os hiitében
taroltuk.

3.1.3. Bélham lokadlis kezelése

citokin bélfalba torténd injekciojat kovetden vizsgaltuk (n=6/csoport).

A muatéti  elOkészités sordn az egerek altatasat ¢s altalanos érzéstelenitését
intraperitonealis ketamin-xilazin injekcioval végeztiik. Az allatok hasanak kézépvonalan
2 cm-es bemetszést ejtettliink, a hasizmokat oldalirdnyba széthuztuk, majd izolaltuk a
vastagbeliiket. A disztalis vastagbél falaba 0,1 pg, 50 pl térfogata PBS-ben oldott
rekombinans IL-24 (R&D Systems) oldatot injektaltunk. A kontroll allatokat azonos
mennyiségi PBS-sel kezeltiik.

A kisérletet a kezelést kovetéen 24 oraval terminaltuk. Ketamin-xilazinos altatas utan
atvagtuk az allatok aorta abdominaliszat, majd a vizsgalni kivant bélszakaszokat
eltavolitottuk. A PBS-sel atmosott szovetdarabokat a tovabbi vizsgalatokig -80°C-0s

hiitében taroltuk.

3.1.4. Vékonybél prepardtum

A PARKT7 fehérjének a bélham integritasanak fenntartasaban bet6ltott szerepét ex vivo,
vékonybél preparatumok permeabilitasainak meghatarozasaval [54, 55] vizsgaltuk (n=7-
9/csoport).

A kisérlet soran kezeletlen, illetve 10 mg/kg Comp23 ([N-[4-(8-metil(4-
hidroimidazo[1,2-a]piridin-2-il))fenil](3,4,5-73  trimetoxifenil)karboxamid]; AKSci)
hatbanyaggal, a mitétet megel6zéen 1 Oraval, intraperitonealisan elkezelt egereket
hasznaltunk. Ketamin-xilazinos altatas utan atvagtuk az allatok aorta abdominaliszat,
majd duodenalis bélszakaszukat Kiopertaltuk. A PBS-sel kimosott vékonybelekbdl 4-0-s
varrofonal segitségével 2 cm hosszh ,,zsakokat” készitettiink, melyeket 0,1% evans kék
(Sigma-Aldrich) festéket tartalmazd, Dulbecco altal modositott Eagle-médiummal
toltottiink fel (4. abra) 1000 uM H20:2 hozzaadasa mellett vagy anélkiil. Az igy kapott
preparatumokat 5 ml 37 °C-0s PBS-be helyeztiik. A folyadékokbol 20 percenként mintat

vettiink, a preparatumokbol penetralo evans kék festék mennyiségét az 590 nm
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hullamhosszon elnyelt abszorbancia alapjan hataroztuk meg Hidex Chameleon
Microplate Reader (300SL Lablogic Systems) spektrofotométerrel, MikroWin 2000 v4.43

(Mikrotek Laborsysteme) szoftver segitségével.

T s
2 3 e 6

Ocm 1 5

4. abra. EX vivo permeabilitas vizsgalathoz hasznalt egér vékonybél preparatum. A
bélham ateresztOképességét evans kék festékoldattal feltoltott, egér vékonybeélbdl késziilt

,»zsakok™ segitségével vizsgaltuk.

3.2. Duodénum biopsziak

Vizsgalatainkat frissen diagnosztizalt coliakias, valamint kontroll —gyermek
duodénumabol szarmazé biopszia mintan végeztiik, melyeket a Semmelweis Egyetem
L.sz. Gyermekgyogyaszati Klinikdjan gyljtottiink a Semmelweis Egyetem Regiondlis,
Intézményi, Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével (TUKEB
58/2013).

A coliakia diagnozisa az European Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology
and Nutrition (ESPGHAN) diagnosztikai kritériumai alapjan keriilt felallitasra [56].
Minden coliakias gyermeknél igazolhat6 volt boholyatrofia, kripta hiperplazia valamint
emelkedett szoveti transzglutaminaz szint. A kontroll csoportba tartozd gyermekeknél
krénikus hasmenés, hasfajas vagy novekedési elmaradas diagnosztikai algoritmusa miatt
keriilt sor fels6 endoszkdopias mintavételre, azonban esetiikben a duodenalis nyalkahartya
szovettanilag épnek bizonyult.

Mintavételt kdvetden a biopszidkat tovabbi vizsgélatokig -80°C-0s hiitdben taroltuk.
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3.3. In vitro kisérletek

3.3.1. Primer duodendlis miofibroblaszt (pdMF) sejtkultiira

Kontroll gyermekek duodénum nyalkahartyajabol vett biopszias mintakbol primer
miofibroblaszt (pdMF) sejttenyészetet hoztunk 1étre.

A pdMF-eket 1% magzati borju szérumot (FBS), valamint 1% penicillin-streptomycin
oldatot tartalmaz6 DMEM (Life Technologies) tapoldatban tenyésztettiik 37°C-on 5%
CO; tartalom mellett. A sejteket passzaltuk és 1:3 aranyban 0j tenyésztéflaskaban vittiik
tovabb. A sejtek in vitro mérésekhez torténd felhasznalasa a 2. és 6. passzazs kozott
tortént. Az pdMF sejteket a kiilonb6zé kezelések el6tt 24 oraval az adott kisérlet
igényeinek megfeleld lyukszaml sejttenyésztd lemezekre osztottuk és FBS mentes
tapoldatban tartottuk oket.

A valos idejii PCR-rel végzett vizsgalatainkhoz a sejteket 96 lyukt sejttenyésztd
lemezekre osztottuk (10* sejt/lyuk, n=5 lyuk/kezelési csoport). A sejteket 0,1 ng/ml
rekombinans IL-24-gyel (R&D) kezeltiik 24 6ran keresztiil.

lyuki tirgylemezekre osztottuk (2x10* sejt/lyuk), és 24 oran keresztiil 0,5 nM TGF-B-val
kezeltiik 0,1 ng/ml IL-24 hozzaadasaval vagy anélkiil.

A kontrollként szolgald csoportokat a reagensek oldoszereivel kezeltiik.

3.3.2. FHs74Int vékonybél epitél sejtvonal

Az FHs74Int human vékonybél epitél sejteket (American Type Culture Collection;
ATCC) 30 ng/ml epidermalis novekedési faktort (EGF), 10% FBS-t, valamint 1%
penicillin-streptomycin  oldatot  (Life  Technologies) tartalmaz6 Hybri-Care
tapfolyadékban (ATCC) tenyésztettiik 37°C-on 5% CO> tartalom mellett. A sejtek
tovabbi fenntartdsa, és a veliik végzett kisérletekre vald elokészitése soran a pdMF
sejteknél leirtakhoz hasonl6an jartunk el.

A ROS akkumulacié méréshez a sejteket 96 lyuki sejttenyésztd lemezekre osztottuk (10*
sejt/lyuk, n=5 lyuk/kezelési csoport). A kontroll, illetve 0,001 uM Comp23 hatéanyaggal
24 oran at elokezelt sejteket 50, 100, 250, 500, illetve 1000 uM H20, —dal kezeltiik 30
percen at.

Az MTT és LDH tesztek kivitelezéséhez a sejteket 96 lyuku sejttenyésztd lemezekre
osztottuk (10* sejt/lyuk, n=5 lyuk/kezelési csoport). A kontroll, illetve 0,0001, 0,001,
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0,01, 0,1, illetve 1 uM Comp23 hatdéanyaggal 24 6ran at eldkezelt sejteket 1000 uM H20:
—dal kezeltiik 24 6ran at.

Az Annexin V apoptézis teszthez a sejteket 6 lyukua sejttenyészté lemezekre osztottuk
(3x10° sejt/lyuk). A kontroll, illetve 0,001 uM Comp23 hatéanyaggal 24 6ran at elokezelt
sejteket 1000 uM H202 —dal kezeltiikk 24 oran at. A mérés el6tt a sejteket harom részre
osztva, triplikdtumokként mértiik (n=9/kezelési csoport).

A valds idejii PCR-rel végzett vizsgalatainkhoz a sejteket 96 lyuka sejttenyésztd
lemezekre osztottuk (10* sejt/lyuk, n=5 lyuk/kezelési csoport). A kontroll, illetve 0,001
uM Comp23 hatéanyaggal 24 oran at elokezelt sejteket 1000 uM H2O2 —dal kezeltiik 24
Orén at.

Az immunfluoreszcens festéshez a sejteket 4 lyuka targylemezekre osztottuk (8x10*
sejt/lyuk). A kontroll, illetve 0,001 uM Comp23 hatéanyaggal 24 oran at eldkezelt
sejteket 1000 pM H202 —dal kezeltiik 4 6ran at.

A kontrollként szolgald csoportokat a reagensek olddszereivel kezeltiik.

3.4. MTT sejtviabilitas teszt

Az FHs74Int sejtek életképességének mérése a 3.3.2 alfejezetben ismertetett kezeléseket
kovetden 24 oraval tortént. A sejtek médiumahoz (100 pl/lyuk) 1/10 térfogatnyi (10 pl),
steril vizben oldott, 5 mg/ml toménységili Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma-
Aldrich) festékoldatot hozzaadva a sejteket tovabbi 4 6ran at 37 °C-on inkubaltuk. A
médium eltavolitasat kovetden a sejtekben felhalmozoddott, a sejtszammal, illetve
metabolikus aktivitasukkal aranyos mennyiségii festéket 100 pl DMSO-etanol 1:1 aranyt
elegyével elualtuk. A kioldott fest¢k mennyiségét 570 nm hullamhosszon elnyelt
abszorbancia alapjan hataroztuk meg Hidex Chameleon Microplate Reader

spektrofotométerrel, MikroWin 2000 v4.43 szoftver segitségével.

3.5. LDH citotoxicitas teszt

A sejthalal mértékének maghatarozasa FHs74Int sejteken a 3.3.2 alfejezetben ismertetett
kezeléseket kovetden 24 oraval tortént, az elpusztult sejtekbdl a médiumba jutd laktat
dehidrogenaz (LDH) enzimaktivitasa alapjan. A sejtekrél leszivott 40 ul médiumhoz 96
lyuku lemezen azonos térfogata LDH reagenst [57] adagoltunk, melynek osszetétele 109
mM tejsav, 3,3 mM B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-hidrat, 2,2 U/ml diaforaz, 3 mM
Tris, 30 mM HEPES, 10 mM NaCl, 350 uM Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid (Sigma-
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Aldrich). A lemezeket 1 o6ran at 37 °C-on inkubaltuk, majd a médiumban az elpusztult
sejtekbdl kijutott enzimek altal atalakitott festék mennyiségét 570 nm hullimhosszon
elnyelt abszorbancia alapjan hatdroztuk meg Hidex Chameleon Microplate Reader

spektrofotométerrel, Mikrowin 2000 v4.43 szoftver segitségével.

3.6. Annexin V apoptozis teszt

Az apoptotikus sejtek aranyanak meghatarozasa FHs74Int sejteken a 3.3.2 alfejezetben
ismertetett kezeléseket kovetden 24 oraval tortént FITC Annexin V apoptozis detektald
Kit I segitségével (BD Pharmingen) a gyartdé protokollja szerint. A sejteket PBS-es
mosast kovetéen 1X Binding Buffer-ben szuszpendaltuk, majd FITC Annexin V és
propidium-jodid (PI) festékeket hozzaadva sotétben szobahémérsékleten 1 6ran keresztiil
inkubaltuk. Ezt kdvetéen a megfestett mintakat 1X Binding Buffer-rel higitottuk. A
mérést BD FACSAriaTM éramlasi citométerrel (BD Biosciences) végeztik. A
vizsgalhato sejteket méret (forward scatter) és granulaltsag szerinti (side scatter) szoras
alapjan hataroltuk be. Minden kezelési csoportbdl 10.000 sejtet szamoltunk le. Az €16
(Annexin V és PI negativ), korai apoptotikus (Annexin V pozitiv), illetve késoi
apoptotikus és halott sejteket (Annexin V és PI pozitiv) festddésiik alapjan azonositottuk.
Az eredményeket ezutan BD CellQuestTM Pro (BD Biosciences) szoftver segitségével
értékeltiik ki.

3.7. ROS teszt

szenzitiv fluoreszcens festék, 2',7'-diklorofluoreszcein diacetdt (DCFDA) segitségével
tortént [58]. A 96 lyukt lemezen levé sejteket PBS-sel mostuk, majd 50 ul, PBS-ben
oldott, 5 uM-0s DCFDA (Sigma-Aldrich) festékoldat hozzaadasat kovetéen 30 percen at
37 °C-on inkubaltuk. A 3.3.2 alfejezetben ismertetett kezeléseket kdvetden a feliiliszok
fluoreszcenciaintenzitasanak valtozasat 30 percen at, 5 percenként vizsgaltuk. A 485 nm
hulldmhossza fénnyel torténd gerjesztés mellett 535 nm hullimhossza fényt emittalo jelet
Hidex Chameleon Microplate Reader spektrofotométerrel detektaltuk, MikrowWin 2000

V4.43 szoftver segitségével.

3.8. Immunfluoreszcens festés
Egyes fehérjéknek a szovetmintdkon, illetve FHs74Int és pdMF sejteken vald

jelenlétének, szovetbeli, illetve sejtbeli lokalizacidjanak meghatarozasa érdekében
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immunfluoreszcens festést végeztink el. A szovetmintakat Shandon Cryomatrix
gyantaba (Thermo Fisher Scientific) agyaztuk, majd a bedgyazast kdvetden 5 pm vastag
metszeteket készitettiink, a sejteket citokémiai festésre alkalmas 4 lyuka targylemezre
osztottuk.

A mintdkat Cytofix/Cytoperm oldattal (BD Pharmingen) 15 percen at
szobahOmérsékleten fixaltuk, permeabilizaltuk. A mosasi, illetve jelolési 1épések
WashPerm oldattal (BD Pharmingen) torténtek. A mintdkat mosast kovetéen 1 6ran
keresztlil, szobahOmérsékleten o-SMA (sc-53015; 1:1000; egér, Santa Cruz
Biotechnology), PARK7 (ab18257; 1:1000; nytl; Abcam), ZO-1 (ab96587; 1:1000; nyl;
Abcam) ellen termelt elsédleges antitestekkel, vagy az aktin rostokhoz kotédé Alexa
Fluor 546 falloidinnel (A22283; 7,5 unit/ml; Thermo Fisher Scientific) jeloltiik.
Tobbszori mosast kovetden az adott elsédleges antitest ellen termelt, fluoreszcensen jelolt
masodlagos, anti-egér Alexa Fluor 488 (A11001; Thermo Fisher Scientific), anti-nyul
Alexa Fluor 568 (A11036; 1:1000; Thermo Fisher Scientific) vagy anti-nyul Alexa Fluor
488 (A21206; 1:1000; Thermo Fisher Scientific) antitestekkel 30 percen at,
szobahdmérsékleten inkubaltuk mintainkat. Ujabb mosasi 1épéseket kovetden a
targylemezeket DAPI sejtmagfestéket tartalmazd ProLong Gold Antifade Mountant
(Thermo Fisher Scientific) médiummal fedtiik. A jelolés specificitasanak ellendrzése,
illetve az autofluoreszcencia kikiiszobolése végett a festési kontrollként alkalmazott
mintak esetében a primer antitesttel vald jelolési 1€pést kihagytuk.

Az immunfluoreszcens képeket Olympus IX81 fluoreszcens mikroszkdp rendszerrel

készitettiik.

3.9. Sejtvazkarosodas mértékének meghatarozasa

A 3.3.2 alfejezetben ismertetett kezeléseket kovetden 4 oraval az FHs74Int sejtek
sejtvazat a 3.8 alfejezetben leirtak szerint falloidinnel jeloltiik, majd a sejtvazkarosodas
mértékét grafikus modszerrel vizsgéltuk. Kezelési csoportonként ugyanazon teriiletrdl
Olympus 1X81 fluoreszcens mikroszkoppal, 10x nagyitast objektivet alkalmazva képet
készitettiink. Ezt kovetden az egyes képek latoterében talalhato Osszes sejtet (kezelési
csoportonként hozzavetdlegesen 400-500 sejt) sejtvazallapotuk alapjan kategorizaltuk
ImagelJ 1.48v szoftver segitségével (The National Institutes of Health, Bethesda) [59] az

alabbiak szerint. Meghataroztuk az ép sejtvazi, karosodott sejtvaza sejtek, illetve az
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elpusztult sejtekre utalo sejtmaradvanyok szamat, majd kiszamoltuk ezeknek a latotérben

latott Osszes sejtszamra vonatkoztatott aranyat.

3.10. Stresszrost orientacié meghatarozasa

A 3.3.1 alfejezetben ismertetett kezeléseket kdvetden 24 oraval a pdMF-ek a-SMA
pozitiv stresszrostjait a 3.8 alfejezetben leirtak szerint festettiilk, majd a stresszrostok
orientaciojat grafikus modszerrel vizsgéltuk. Kezelési csoportonként 35-40
véletlenszertien kivalasztott sejtrél Olympus IX81 fluoreszcens mikroszkoppal, 100X
nagyitasti olajimmerzios objektivet alkalmazva képet készitettiink. Annak érdekében,
hogy az adott sejt teljes stresszrost-haldzatara jellemzé informaciot kapjunk, minden
sejtben meghataroztuk legalabb 20 stresszrostnak a sejt hosszanti tengelyével bezart
szOgét. A grafikai analizist ImageJ 1.48v szoftver segitségével végeztiik el. Az egyes

sejtek stresszrostjainak parhuzamossagat a meghatarozott ddlésszogek 95%-0s

konfidenciaintervallumaval jellemeztiik.
3.11. mRNS expresszié6 meghatarozasa

3.11.1. RNS izoldlas és DNS szintézis

Vizsgélataink sordn a szovetmintakbol és sejtekbdl Geneaid Total RNA Mini Kit
(Geneaid Biotech) segitségével RNS-t izolaltunk a gyartd protokolljanak megfeleléen. A
kinyert RNS mennyiségét ¢s mindségét DS-11 spektrofotométerrel (Denovix) hataroztuk
meg. Mintanként egységes mennyiségli RNS-b6l komplementer DNS-t szintetizaltunk
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Fisher Scientific)

reagensekkel a gyartd utasitasainak megfelelden.

3.11.2. Primerek tervezése, gyiijtése

A vizsgalni kivant génekre specifikus primereket az NCBI (National Center for
Biotechnology Information) nukleotid adatbazisaban [60] talalhato szekvenciak alapjan,
Lasergene PrimerSelect v7.1.0 (DNASTAR) szoftver segitségével terveztiik.

Az a-SMA ¢és B-aktin PCR reakciok specifikussdganak vizsgalatat célz6 méréseinkhez 3-
3 par, véletlenszerlien kivalasztott, neves szaklapokban publikalt tanulmanyokban
alkalmazott primer szekvenciait gytjtottiik le. Az oligonukleotidokat az Integrated DNA

Technologies (IDT) cég szintetizalta.
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A reakciok soran alkalmazott primerek szekvencidit, optimalis anellaciés homérsékletét,
illetve az altaluk eredményezett PCR termékek méretét az 2. tablazat, illetve 3. tablazat

tartalmazza.
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2. tablazat. Valos idejii PCR mérések soran hasznalt primerek jellemzoi. F: forward primer; R: reverse primer; bp: bazispar; Ta: optimalis

anellacios homérséklet

Gén NCBI ref. Seq Faj Primer szekvenciak Termékhossz Ta
F: 5-GGATGATTGCCGCCGTGGACACAG-3'

BAX NM_001291428.2  human 215 bp 60 °C
R: 5-CAACAGCCGCTCCCGGAGGAAGTC-3'
F: 5-CGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGT-3'

BCL2 NM_000633.2 human 143 bp 60 °C
R: 5-AGGTGTGCAGGTGCCGGTTCAGGT-3'

F: 5-AAGGAGGCGGAGAAGAGGACCAG-3'

CDH1 NM_004360.4 human 138 bp 60 °C
R: 5-GATTGGCAGGGCGGGGAAG-3'
F:5-TTGTACCCTTGTGCCTCGCTCAGG-3'

CDKN1A NM_001220777.1 human 126 bp 60 °C
R: 5-ATCAGCCGGCGTTTGGAGTGGTAG-3'
F: 5-AAAAGTCCGGTTGGTCCTGTCTGG-3'
GCLC NM_001498.4 human 138 bp 56 °C
R: 5-GGCTGTCCTGGTGTCCCTTCAATC-3'
F: 5-CCAGCGGGCCAGCAACAAAG-3
HMOX1 NM_002133.2 human 130 bp 60 °C
R: 5-TGTCGCCACCAGAAAGCTGAGTGT-3'
F: 5-TCCGCCATCTGCTGCCTCTCAC-3'

ITGB5 NM_002213.5 human 156 bp 60 °C
R: 5-CATCCTTTCGCCAGCCAATCTTCTC-3'

F: 5-CTGCTGCAGCGGCTTTGAAGA-3'

NQO1 NM_000903.3 human 151 bp 60 °C
R: 5-GCCAGAACAGACTCGGCAGGATAC-3'

F: 5-CAGCAGGACATGGATTTGATTG-3'

NRF2 NM_006164.4 human 252 bp 54 °C
R: 5-ACTGGTTTCTGACTGGATGTGCT-3'

F: 5-GCGGTCTGAGGGCTTCGACACCTA-3'
PCNA NM_002592.2 human 134 bp 60 °C
- R: 5-CCGCGTTATCTTCGGCCCTTAGTG-3'
F: 5-GGCGGCGACGACCCATTC-3'

RN18S HQ387008.1 human 136 bp 60 °C
R: 5-TGGATGTGGTAGCCGTTTCTCAGG-3'

F:5-GCCATGTCCGGACCCACACTG-3'
SNAI1 NM_005985.3 human 152 bp 60 °C
R:5-TCGGGAGAAGGTCCGAGCACAC-3'
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F:5-CGCGCTCCTTCCTGGTCA-3'

SNAI2 NM_003068.4  human 159 bp 60 °C
- R:5-GGCTGTATGCTCCTGAGCTG-3'
F: 5-TGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCT-3'

TP53  NM_001126118.1 human 114 bp 60 °C
R: 5-TCAGGCGGCTCATAGGGCACCAC-3'

F: 5-ATGCATGCCAACATTCCAGTTTT-3'

TRX1 NM_003329.3  human 87 bp 56 °C
R: 5-ATGGTGGCTTCAAGCTTTTCCTTA-3'
F:5-GAGGCTGCCAACCGGAACAATGAC-3'

VIM NM_003380.4  human 203 bp 60 °C

- R:5-TCCTGCAGGCGGCCAATAGTGTCT-3'
F: 5-CCACGGCGCCTCCTGATGC-3'
VCL NM_014000.2  human 152 bp 60 °C
- R: 5-GGCCTGAATGCCTTCCACTGTTGA-3'
F: 5-ACCACAAGCGCAGCCACAACCAAT-3'
z01 NM_021258.3  human 186 bp 60 °C
- R: 5-GGGGTGGGCTCCTCCAGTCTGACAT-3
F: 5-CAAAGCTGCTGATGGTTCT-3'
Collal NM_007742.4 egér 107 bp 60 °C
R: 5-GACCAGCTTCACCCTTG-3'
F: 5-GTCCCCTGGCTCAAATGGCTCAC-3'
Col3al NM_009930.2 egér 175 bp 61 °C
R: 5-GGGGCCCCTTGCTCCTATTAGTCC-3'
F:5-GGTCAGGGCCGGGGCAGAT-3'
Fnl NM_010233.2 egér 228 bp 60 °C
R:5-CTGGCTGGGGGTCTCCGTGATAAT-3'
F: 5-ATCTGACGTGCCGCCTGGAGAAAC-3'

Gapdh NM_007475.5 egér 164 bp 60 °C
R: 5-CCCGGCATCGAAGGTGGAAGAGT-3'

F: 5-GGTTAAGCAGTACAGCCCCAAAAT-3'

Hprt NM_013556.2 egér 135 bp 54°C
F: 5-TCAAGGGCATATCCAACAACAAAC-3'

F: 5-ATCTGACGTGCCGCCTGGAGAAAC-3'

Mmp2 NM_008610.3 egér 164 bp 60 °C
R: 5-CCCGGCATCGAAGGTGGAAGAGT-3'

F: 5-ATCTGACGTGCCGCCTGGAGAAAC-3'

Mmp9 NM_013599.4 egér 164 bp 60 °C
R: 5-CCCGGCATCGAAGGTGGAAGAGT-3'

R: 5-AGCGGTCGGCGTCCCCCAACTTCT-3'
Rn18s AY?248756.1 egér 107 bp 60 °C

F: 5-GCGCGTGCAGCCCCGGACATCTA-3'
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_ F:5-CCGCGCGTCCTGGCATTGTCTGTG-3'
Rplp0 NM_007475.5 egér 136 bp 60 °C
R: 5-CCGCAGGGGCAGCAGTGGTG-3'

. , F:5'-CACGGGCCGCCTAAGGAAC-3'
Timpl NM_001044384.1  egér 249 bp 58 °C
R:5-CGTGGCAGGCAAGCAAAGTG-3'

. _ F:5-TGCCCTGGCACACGCTTAGC-3'
Timp2 NM_011594.3 egér 221 bp 58 °C
R:5-GTACCACGCGCAAGAACCATCA-3'
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3. tablazat. a-SMA és B-aktin PCR mérések soran hasznalt primerek jellemz6i. F: forward primer; R: reverse primer; bp: bazispar; Ta:

optimalis anellacios hdmérséklet

Név Gén NCBI ref. Seq Faj Forras Primer szekvenciak Termékhossz Ta
) F: 5-CCCCTGAAGAGCATCGGACA-3'
ma-SMAsp  Acta? NM_007392.3 egér sajat 105 bp 60 °C
R: 5-TGGCGGGGACATTGAAGGT-3'
. ) F: 5-CCCCTGAGGAGCACCGTGTG-3'
mB-actinsp Actb NM_007393.5 egér sajat 106 bp 60 °C
R: 5-ATGGCTGGGGTGTTGAAGGT-3'
F: 5-CACTATTGGCAACGAGCGC-3'
ma-SMAL;  Acta2 NM_007392.3 egér  [61,62] 60 bp 48 °C
R: 5-CCAATGAAGGAAGGCTGGAA-3'
. F: 5-GTCCCAGACATCAGGGAGTAA-3'
mo-SMA,  Acta2 NM_007392.3 egér  [63,64] 101 bp 57 °C
R: 5-TCGGATACTTCAGCGTCAGGA-3'
. F: 5-GAGGCACCACTGAACCCTAA-3
mo-SMA;  Acta2 NM_007392.3 egér [65] 154 bp 54 °C
R: 5-CATCTCCAGAGTCCAGCACA-3'
. F:5-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3'
mbB-actingy Actb NM_007393.5 egér [4, 66] 154 bp 56 °C
R: 5-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3'
. F: 5-TGTTACCAACTGGGACGACA-3'
mbB-actin.2 Actb NM_007393.5 egér [64] 165 bp 55°C
R: 5-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3'
) F: 5-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3'
mB-actinig  Actb NM_007393.5 egér [67] 228 bp 57 °C
R: 5-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3'
) F: 5-ACTGAGCGTGGCTATTCCTCCGTT-3'
ho-SMAsp  ACTA2 NM_001141945.2 human sajat 111 bp 58 °C
R: 5-GCAGTGGCCATCTCATTTTCA-3'
) . F: 5-ACCGAGCGTGGCTACAGCTTCACC-3'
hB-actinsp  ACTB NM_001101.3 human sajat 114 bp 53°C
R: 5-AGCACCCGTGGCCATCTCTTTCTCG-3'
. F: 5-GAGCGTGGCTATTCCTTCGTG-3'
ra-SMAsp  Acta2 NM_031004.2  patkany  sajat 106 bp 54 °C
R: 5-CAGTGGCCATCTCATTTTCAAAGT-3'
. . F: 5-ACCGAGCATGGCTACAGCGTCACC-3'
rB3-actinsp Actb NM_031144.3  patkany  sajat 106 bp 54 °C
R: 5-GTGGCCATCTCTTGCTCGGAGTCT-3'
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3.11.3. Mesterséges DNS templdtok

Az egér a-SMA és B-aktin PCR reakciok specifikussaganak vizsgalatat célzo méréseink
soran a-SMA (Acta2), B-aktin (Actb), y-cito-aktin (Actgl) és y-simaizom-aktin (Actg2)
gének szekvenciajaval megegyez6 mesterséges DNS templatokat (ma-SMAT, mB-actinT,
my-cyto-actinT, my-smooth-actinTt) hasznaltunk (gBlocks Gene Fragments, IDT), melyek
a vizsgalt egér a-SMA és B-aktin primerek anellacidés szakaszait tartalmaztak. A
génfragmensek szekvenciai a 4. tablazatban talalhatoak.

A human ¢és patkany a-SMA ¢és B-aktin DNS templatokat (ha-SMAT, h3-actinT, ra-SMAT,
rf3-actinT) specifikus PCR-reakci6 soran allitottuk el6. A PCR termékeket 2%-os agardz
gélen (Bioline) gélelektroforézissel szeparaltuk, majd miutan kivagtuk a gélbdl, a

SureClean Plus purification kit (Bioline) segitségével tisztitottuk.

3.11.4. Valos idejii PCR

A valés idejii PCR méréseket LightCycler 480 (Roche Diagnostics) automatan végeztiik.
A 20 pl reakcioelegy 10 pmol/pl forward és reverse primert, 10 pl LightCycler 480 SYBR
Green | Master enzyme mix (Roche Diagnostics) reagenst és 1 ul DNS-t tartalmazott. A
mérések kvalitativ és kvantitativ elemzése by Light Cycler 480 v1.5.0.39 szoftver (Roche
Diagnostics) segitségével zajlott. A kiillonbozé célmolekuldk referencia génre
vonatkoztatott mRNS expressziojat az x= 24P képlet [68] alapjan hataroztuk meg, és a
kontroll csoportok atlagértékére normalizalva abrazoltuk.

Az a-SMA és B-aktin specifikus primerek PCR-reakcionak termékeit 2%-os agaroz gélen
gélelektroforézissel Trsi-borat-EDTA pufferben szeparaltuk, a gélek DNS-tartalmat
GelRed (Biotium) reagenssel festettiik, és VersaDoc 5000MP (Bio-Rad Laboratories)

berendezés segitségével vizualizaltuk.

3.11.5. Szekvendlas

A sajat tervezési, egér a-SMA ¢és -aktin specifikus primerek altal amplifikalt termékek
szekvenciajat Sanger-szekvendlds utjan ellendriztik. Az UUO-n 4tesett egerek
mintajabol szdrmazo DNS-bdl szarmazd PCR termékeket SureClean Plus Purification Kit
(Bioline) reagenssel tisztitottuk, majd BrightDye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Nimagen), illetve ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific) szekvenator segitségével
szekvenaltuk a gyarté utasitdsainak megfeleléen. A kapott kromatogramok analizisét

Unipro Ugene v.1.16.1 szoftverrel végeztiik.
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4. tablazat. Egér a-SMA ¢és B-aktin PCR reakciok specifikussaganak meghatarozasahoz hasznalt mesterséges DNS templatok. bp: bazispar

Név

Gén

NCBI ref. Seq Faj

Pozicio

Templat szekvencia

mo-SMAT

Acta2

NM_007392.3

egér

109-
1005 bp

TGTGTGAAGAGGAAGACAGCACAGCCCTGGTGTGCGACAATGGCTCTGGGCTCTGTAAGG
CCGGCTTCGCTGGTGATGATGCTCCCAGGGCTGTTTTCCCATCCATCGTGGGACGTCCCAG
ACATCAGGGAGTAATGGTTGGAATGGGCCAAAAAGACAGCTATGTGGGGGATGAAGCCCA
GAGCAAGAGAGGGATCCTGACGCTGAAGTATCCGATAGAACACGGCATCATCACCAACTG
GGACGACATGGAAAAGATCTGGCACCACTCTTTCTATAACGAGCTTCGTGTGGCCCCTGAA
GAGCATCCGACACTGCTGACAGAGGCACCACTGAACCCTAAGGCCAACCGGGAGAAAATG
ACCCAGATTATGTTTGAGACCTTCAATGTCCCCGCCATGTATGTGGCTATTCAGGCTGTGCT
GTCCCTCTATGCCTCTGGACGTACAACTGGTATTGTGCTGGACTCTGGAGATGGTGTGACT
CACAACGTGCCTATCTATGAGGGCTATGCCCTGCCTCATGCCATCATGCGTCTGGACTTGG
CTGGCCGAGATCTCACCGACTACCTCATGAAGATCCTGACTGAGCGTGGCTATTCCTTCGT
GACTACTGCCGAGCGTGAGATTGTCCGTGACATCAAGGAGAAGCTGTGCTATGTAGCTCTG
GACTTTGAAAATGAGATGGCCACGGCCGCCTCCTCTTCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAAC
TGCCTGACGGGCAGGTGATCACCATTGGAAACGAACGCTTCCGCTGCCCAGAGACTCTCTT
CCAGCCATCTTTCATTGGGATGGAGTCAGCGGGCATCCACGAAACCACCTATAACAGCATC
ATGAAGTGTGATATTGACATCAGGAAGGATCTCTATGCTAACAACG

mb3-actint

Actb

NM_007393.5

egér

105-
1001 bp

TCGCCATGGATGACGATATCGCTGCGCTGGTCGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAAGC
CGGCTTCGCGGGCGACGATGCTCCCCGGGCTGTATTCCCCTCCATCGTGGGCCGCCCTAGG
CACCAGGGTGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAAGGACTCCTATGTGGGTGACGAGGCCCAG
AGCAAGAGAGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATTGAACATGGCATTGTTACCAACTGGG
ACGACATGGAGAAGATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCCCCTGAGG
AGCACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCCCCCCTGAACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGATGA
CCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACGTAGCCATCCAGGCTGTGCT
GTCCCTGTATGCCTCTGGTCGTACCACAGGCATTGTGATGGACTCCGGAGACGGGGTCACC
CACACTGTGCCCATCTACGAGGGCTAT

my-cyto-
actinr

Actgl

NM_009609

egér

362-
477 bp

TGTGGCTCCTGAGGAGCACCCGGTGCTTCTGACCGAGGCCCCCCTGAACCCCAAAGCTAAC
AGAGAGAAGATGACGCAGATAATGTTTGAAACCTTCAATACCCCAGCCATGTACG

my-smooth-
actiny

Actg2

NM_009610

egér

396-
510 bp

AGTAGCACCAGAAGAGCACCCCACCCTGCTCACAGAGGCCCCCCTAAACCCCAAAGCAAA
CAGAGAGAAGATGACCCAGATCATGTTCGAAACCTTCAATGTCCCTGCCATGTAT
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3.12. Fehérje mennyiségének meghatarozasa

3.12.1. Fehérjeizolalas

A vizsgalt mintakat lizis pufferben (10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, 1% Triton-
X 100, 0,1 M Tris-HCI (pH=8), 1 mM etilén-glikol-tetraecetsav (EGTA), 5 mM NaF, 1
mM fenil-metil-szulfonil fluorid (PMSF), 10 mM NasVOs (Sigma-Aldrich)
homogenizaltuk. A felilliszok 0Osszfehérje koncentraciojat  spektrofotometrias
modszerrel, Bradford reagenssel hataroztuk meg (Bio-Rad Laboratories), Hidex
Chameleon Microplate Reader spektrofotométer segitségével. Mintakbdl egységes
térfogatnyi Leammli-féle treatment puffert (30% glicerol, 20% B-merkaptoetanol, 0,7 M
natrium-dodecil-szulfat (SDS), 0,25 M Tris-HCI pH=6,8) hozzaadva 5 percig 100°C-on

denaturaltuk 6ket.

3.12.2. Western blot

4-20%-o0s gradiens SDS-poliakrilamid gél (Mini-Protean TGX, Bio-Rad Laboratories)
zsebeibe 20 pg Osszfehérjének megfeleld6 mintamennyiségeket, illetve molekulasuly
markert (Precision Plus ProteinTM Dual Color, Bio-Rad Laboratories) vittiink fel. Az
elektroforézist (PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad Laboratories) 200 V fesziiltség
mellett végeztiikk 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS tartalmu futtatd pufferben. Ezt
kovetden a szepardlt fehérjéket az SDS-poliakrilamid gélrél 0,2 pM pdrusméretii
nitrocellul6z membranra (Trans-Blot Turbo Transfer Pack, Bio-Rad Laboratories)
blottoltuk (Trans-Blot Turbo Transfer system, Bio-Rad Laboratories). A fehérjetranszfer
sikerességét 25%-0s ecetsavban oldott 1%-0s Ponceau (Sigma-Aldrich) festékoldattal
ellendriztiik. A blotmembranok aspecifikus kotOhelyeinek gatldsira a membranokat
szobahomérsékleten, 1 6ran keresztiil, 6vatos razatas mellett blokkold oldatban (5%
zsirmentes tejpor PBS pufferben) inkubaltuk. Blokkolast kdvetden a membranokat moso
oldatban (1% zsirmentes tejpor, 0,05% Tween 20 detergens, PBS puffer) higitott
elsédleges a-SMA (sc-53015; 1:10000; egér; Santa Cruz Biotechnology), illetve GAPDH
(sc-47724; 1:1000; egér; Santa Cruz Biotechnology) specifikus ellenanyagokkal jeloltiik
4°C-on 24 oran keresztiil. A mosasi 1épéseket kovetden tormaperoxidaz-konjugalt anti-
egér masodlagos antitesttel (7076S; 1:2000; Cell Signaling Technology) 1 6ran keresztiil,

szobahOmérseékleten inkubaltuk a membréanokat. Az immunoreaktiv helyek
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kemilumineszcens szignaljat ECL (enhanced chemieluminescence) reagens (Western
Blotting Luminol Reagent, GE Healthcare) hozzaadasaval detektaltuk VersaDoc SO00MP
képalkoto rendszer (Bio-Rad Laboratories) segitségével. Eredményeinket a Quantity One
v4.6.9 szoftverrel (Bio-Rad Laboratories) denzitometraltuk és értékeltiik. A vizsgalt
fehérjék relativ mennyiséget a GAPDH belsé kontroll hanyadosaként, a kontroll

szovetben kapott atlagértékre normalizalva adtuk meg.

3.13. Szovettani festések vesefibrozis mértékének meghatarozasahoz

A 4%-o0s PFA oldatban tarolt vese szovetmintakbol paraffinba dgyazast kovetden 5 um
vastag metszeteket készitettiink, majd Masson trikrém, illetve pikro-SiriusRed szévettani
eljarasokkal festettiik meg Oket. A festett metszetek digitalizalasa Pannoramic 250 Flash
3 (3DHISTECH Kift., Budapest, Magyarorszag) szkennerrel tortént.

A fibrotikus teriilet kvantifikdlasa érdekében minden allat veséjérdl egyenként 10-20
darab, 20-szoros nagyitasu, a teljes kortex régiot lefedd, de egymassal at nem fedo
tertliletet jeloltiink ki. Az igy annotalt képeket exportaltuk, majd képelemz6 szoftver altal
feldolgozhato formatumuva alakitottuk. A képeknek Masson festés esetén kék, SiriusRed
esetén piros szinti, kollagénben dus kotdszoveti lerakddas teriiletének szazalékos aranyat

Imagel szoftverrel szamittattuk ki.

3.14. Statisztika

Az adatsorok statisztikai értékelését GraphPad Prism 6.01 szoftverrel (GraphPad
Software Inc.) végeztik. Az adatok normal eloszlasat Kolmogorow Smirnov teszt
segitségével vizsgaltuk, teljesiilése esetén két csoport esetén egymintds t-probat, tobb
csoport esetén varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltunk. Amennyiben az adatok nem
normal-eloszlast mutattak, Mann-Whitney U-tesztet, vagy Kruskal-Wallis tesztet
végeztiink. A tobbvaltozods, assay jellegii vizsgalatainkbol (MTT, LDH, Annexin V, ROS
tesztek) szarmazo adatsorok 0sszehasonlitasat tobbszoros t-proba, illetve két-szempontos
ANOVA segitségével végeztik el. Tobbcsoportos analizis esetén a paronkénti
Osszehasonlitaishoz Dunnett-féle post-hoc tesztet alkalmaztunk. A relativ expressziok
kozti Osszefiiggéseket Spearman-féle korrelacios analizissel vizsgaltuk, a koefficiens
értékek (r) értelmezését az 5. tablazatban foglaltuk 6ssze [69, 70]. A kiilonb6zo6 kezelési
csoportokban tapasztalt sejtvazkarosodas mértékét Khi-négyzet proba segitségével

hasonlitottuk dssze. A statisztikailag szignifikans eltéréseket p<0.05 valdszinliségi érték
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teljesiilése esetén kiilonbozd szimbolumokkal jeloltik, az Osszehasonlitds alapjaul
szolgald csoportok, illetve az alkalmazott statisztikai modszer feltiintetésével. A

szemléltetd grafikonokon atlag és szoras (SD) lathato.

5. tablazat. Spearman-féle korrelacios koefficiens értékek (r) értelmezése.

Korrelaciés koefficiens értékek Osszefiiggés mértéke
09<=<1 Nagyon szoros kapcsolat
0,7<]<0,9 Szoros kapcsolat
0,5<]=<0,7 Kozepes kapcsolat
03<|=<05 Gyenge kapcsolat
0<<0,3 Elhanyagolhat6 kapcsolat
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4. Eredmények
4.1. a-SMA és B-aktin specifikus PCR primerek

4.1.1. Sajat tervezésii egér a-SMA és f3-aktin primerek templat-specificitisa

Az egér a-SMA és B3-aktin forward primerek anellacios pozicidjat tigy terveztiik, hogy az
adott szekvencia szakasz a kiilonbdz6 aktin izoformak kodold szakaszan (Acta2, Actb,
Actgl, Actg?) a lehetd legtobb bazis eltérést tartalmazza, kiilondsen a primerek 3’ végén
(5. abra).

a

0-SMA CDS (deta?)
[-actin CDS (dcth)

o-SMA CDS (dctal)
3-actin CDS (Acth)
y-cyto actin CDS (dergl)

y-smooth actin CDS (Acrg2)- A el » i 2 [ + By [

Szinkod

Adott nukleotid el6fordulasi gyakorisaga egy pozicioban | 1

5. abra. Hotérkép a kiilonb6z6 egér aktin izoformakat kédolé szekvenciak (CDS)
kozti homolégiarol a sajat tervezésii ma-SMAsp és mB-actinsp primerek bekotodési
szakaszan. Egymasra illesztve az Acta2, Actb, Actgl, illetve az Actg2 szekvenciakat,
minden nukleotidot 1-t61 4-ig pontoztunk aszerint, hogy az adott pozicidban hany
izoforma esetén fordul el6 (a). A kinagyitott szakaszon a sajat tervezésti ma-SMAsp,

illetve mfB3-actinsp primerek anellaciés pozicioit piros négyzettel jeloltiik (b).

A primereink specificitasat egér Acta2, Actb, Actgl és Actg2 gének szekvenciainak
megfeleld mesterséges DNS templatok (ma-SMAT, mB-actinT, y-cyto-actinr, illetve my-
smooth-actinT) segitségével végzett PCR-ekkel vizsgaltuk.

A sajat tervezésit ma-SMAsp primerrel végzett PCR-ek soran az ma-SMAT templatrol
megfeleld méretli és olvadaspontua PCR termék keletkezett, azonban mf3-actinT, y-cyto-

actint és my-smooth-actint oligunkleotidok nem sokszorozodtak fel. Hasonloképp, a mf3-
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actinsp primerrel végzett PCR-ek soran a mf3-actinT, illetve a y-cyto-actint DNS templatok
felsokszorozodtak, mig a ma-SMAT és my-smooth-actint DNS-ek nem (6. abra).

ma-SMAp mB-acting,
_ Melting Peaks = Melting Peaks
Fluorescence History 2 Fluorescence History
150 s 4633 2 20 71214
mi-SMA = A 3 &
100 ™ T JRPAL: I 2 7| mo-SMA, _ 8521
5.0] 5 3739 ‘ 1.04 £ 5921
P — 2 3209 05 3 53211
: — : £ i 2 47
14 8 13 0 27 3 g 283 [ 13 7 1z 13 2 3= 40 g* |
Cycles o ‘ Cycles 2 4121 i
$ 1,939 | ¢ 3521, | \
; £ | [ 2 29 [
Fluorescence History 2 1483 } ‘ Fluorescence History 2 2321 *‘ |
2 " £ 1.039 - £ 1.721 |
15 mB-uetint B /| 200 ml?l—zwtln.I //" g 1121 x} |
1 & P | ¥ oso] Lommm——— |
0.133] F =, 10.0 0521 = =/ |
0, Z N 0078 —
13 7 12 13 2% 3 @ ; 14 8 13 20 27 3 ”
50 60 70 80 90 50 60 70 80 9@
Cycles Temperature (C) = Cycles ture (°C)
, g = -
Fluorescence History =i Z Fluorescence History
20 e ovto-ncti ;‘_Vﬁw o ot
15| my-eyto-acting - -E s i ey 150 my-cylo-netin., o 2ol i o
i £ = 5 i i) E B E = @
o5 = - g = = 50 = = = =
o = selEE 2 00| = e B
13 7 12 13 2 3@ 40 i = 5% 148 13 @ 7 H _"g .f E g T
Cycles EE = = Cycles g - E\ = =
e -
%, E = s 9 3
Fluorescence History o ST ) z Flusrescence History wo: : 3 E‘ E
20 i e = B — IR d
15| my-smuoth-aetiny 200 ﬁ B i?é’, my-smovth-nctin, ALEL “ E'
. 10t b n 10 11 bp. —

5 o
0.04 g,é‘ [uk
e R A 13 26 33 40 - T30 12 13 26 33 40

Cycles SRR Cycles

6. abra. Sajat tervezésii ma-SMAsp és mB3-actinsp primerek templat-specificitasa. A
PCR-ek soran moa-SMAsp primer kizardlag a ma-SMAT mesterséges DNS templatot
sokszorozta fel, a termék melynek olvadaspontja 83,4 °C, mérete a vart 105 bp-nak
megfeleld. A mB-actinsp primer mB-actint és my-cyto-actint  DNS templattal
eredményezett termékeket a PCR-ek soran, melyek olvadaspontja 84,8 °C, illetve 83,3
°C, méretiik a vart 106 bp-nak megfeleld.
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4.1.2. Sajdt tervezésii egér a-SMA és f-aktin primerek PCR hatdsfoka

A ma-SMAsp és mB-actinsp primerek PCR reakcionak hatasfokat ma-SMAT, illetve mB-
actint templatok 7-tagt, 10-es alapt higitasi sora (10 nM - 1 fM) segitségével hataroztuk
meg. A reakciok attorési ciklusszamai altal adott (Cp) kalibracios gérbemeredekségébol
szamolt amplifikacids hatékonysaga ma-SMAsp esetén 2,123, mB-actinsp esetén 2,077

értéket eredményezett (7. abra).

III(I—SMASD Standard Curve
251y
Efior -
mor: 0.104 5 201
Efficiency: 2123 L]
Slope: -2.059 215
Yintercept: 25.85 E
Link: 83.63 e 10
o
5
1] 1 2 3 ) 5 (3 7

Log Concentration

mﬂ—acﬁﬂsn Standard Curve
25
: E
Error: 0.0471 3 20
Efficiency: 2.077 a
Slope: -3.151 215
Yntercept: 26.48 4
Lirk: 1.280 2 10
[=}
5
0 1 2 3 4 5 3 7

Log Concentration

7. abra. ma-SMAsp és mB-actinsp primerek PCR reakcioinak hatasfoka. A reakciok
amplifikacidos hatékonysagat az adott primerhez tartoz6 ma-SMAT, illetve mf3-actint
mesterséges oligonukleotid templatok 7-tagt, 10-es alapu higitasi sora (10 nM - 1 fM)

segitségével hataroztuk meg.
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4.1.3. Sajat tervezésii egér a-SMA és f-aktin primerek specificitisanak ellendorzése

Az egér a-SMA ¢és B-aktin primerek specificitasat Sanger-szekvenalassal ellendriztiik. A

PCR reakcioban UUO-n atesett egér veseszOvetébdl késziilt DNS-t hasznaltunk

templatként. A ma-SMAsp és mB-actinsp primerek adta PCR termékek szekvenciaja
tokéletes egyezést mutatott az a-SMA (Acta2, NM_007392.3) illetve B-aktin (Actb,
NM_007393.5) gének referencia nukleotid szekvenciaival (8. abra).

ma-SMAsp
PCR termék

mf-actingp
PCR termék

ma-SMA CDS (Acta2)

mo-SMAsp PCR termék

mB-actin CDS (4ctb)

mB-actinsp PCR termék

my-cyto actin CDS (Actgl)

my-smooth actin CDS (4ctg2)

A

|T-AGGCCA-CCGGGAGAAAATGACCCAGATTATGTTTGAGACCTTCAATGT C|-3]
G APNA A A A AGA TEA A8 A NC 3
|T-AGGCCA-CCGTGAAA GATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACC]3]
bl A A AGAAEA Acfdc AGA TINA A A A A 3

INA A AGAA A A AGA A [elG A B A AA -3

Szinkéd

Adott nukleotid eléfordulasi gyakorisaga egy pozicidban | 1

8. abra. Sajat tervezésii ma-SMAsp és mB-actinsp primerek PCR termékeinek

szekvenciaja. A mo-SMAsp és mB-actinsp primerekkel PCR reakciot végeztiink, UUO-

n atesett egerek veseszovetébdl késziilt DNS mintat hasznalva templatként. A PCR

termékek Sanger-szekvenaldsa soran kapott szekvencidinak megfeleldségét az Actaz,

Actb, Actgl és Actg2 gének kodolo szakaszaira (CDS) illesztve ellendriztiik.
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4.1.4. Irodalmi forrasbol szarmazo egér oa-SMA és f-aktin primerek templdt-
specificitisa

Az irodalmi a-SMA (ma-SMAL1, ma-SMAL2, ma-SMAL3) és B-aktin (mB-actin g, mB-

actin_o, mB-actin s) primerek anellaciés szakaszait vizsgalva nagymértékii atfedést

tapasztaltunk az aktin-izoformak szekvenciai kozott az adott szakaszon (9. abra). Atlagos

baziseltérések szdma 3 + 2 bazis/primer (median).

ma-ShMAp)

o-SMA CDS (Aeta2)
B-actin CDS (Actd)
y-cyto actin CDS (dergl)
y-smooth actin CDS (dcrg2)|s-

ma-SMA;-

a-SMA CDS (Acra2)

B-actin CDS (Actd) 5[ caflca AAGTAEGC
y-cyto actin CDS (detgl) s- cafllca a ¢ aacTallcc

y-smooth actin CDS (Actg2) -8

mao-SMA;;

a-SMA CDS (Acta2)
B-actin CDS (A4cth)
y-cyto actin CDS (dergl)
y-stnooth actin CDS (dctg2)|s-

mf-acting;

a-SMA CDS (Acta2)
[B-actin CDS (dcrb)
y-cyto actin CDS (dergl)
y-smooth actin CDS (Actg2)}s-

mA-actinga

a-SMA CDS (Acta2)
B-actin CDS (Actd)
y-cyto actin CDS (dergl)
y-stnoothactin CDS (derg2))s-

mB-actings

a-SMA CDS (Acra2)
B-actin CDS (Actd)
y-cyto actin CDS (detgl)
y-smooth actin CDS (dcrg2)fs

Szinkod

Adott nukleotid el6forduldsi gyakorisdga egy pozicioban 1

9. abra. Hétérkép a kiilonbozo egér aktin izoformakat kddolé szekvenciak (CDS)

kozti homolégiarél az irodalmi forrasbdél szarmazo egér a-SMA és 3-actin primerek
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bekotodési szakaszan. Egymasra illesztve az Acta2, Actb, Actgl, Actg2 szekvenciakat,
minden nukleotidot 1-t61 4-ig pontoztunk aszerint, hogy az adott pozicidban hany
izoforma esetén fordul eld. Az anellacids pozicidkban a ma-SMAL1, ma-SMAL2, ma-
SMA\3, illetve mB-actini1, mB-acting 2, mB-actingz irodalmi primereknek az Acta2 és Actb

szekvenciakkal k6zos nukleotid egyezéseit piros négyzettel jeloltiik.

A primerek specificitasat, egér Acta2 és Actb génfragmensek szekvencidinak megfelel6
mesterséges DNS templatok (ma-SMA7, illetve mB-actint) hasznalataval végzett PCR
reakciokkal vizsgaltuk. Az altalunk vizsgalt irodalmi primerek esetén bar kiillonb6zd
mértékl, de minden esetben jol megfigyelhetd keresztreakciot tapaszaltunk a nem-
specifikus DNS templatokkal végzett reakciok soran is. Az ma-SMAL1, ma-SMAL2, ma-
SMA3 primerek nem csak a névleges target oligonukleotidot, az ma-SMAT templatot
sokszoroztak fel, hanem a mfB-actint-t is. Hasonloképp, az mB-actin i, mB-actin 2, mB-
actinps primerek PCR terméket képeztek a mB-actint mellett a ma-SMAT DNS templattal
is (10. abra).
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10. abra. Irodalmi forrasbél szairmazo egér a-SMA és B-actin primerek templat-
specificitasa. Az alkalmazott ma-SMAL1, ma-SMAL2 és ma-SMAL3 primerek a PCR-ek

soran a ma-SMAT DNS templat felsokszorozodasat eredményezték, a termékek
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olvadaspontja és mérete 82 °C — 60 pb, 81,9 °C — 101 bp, illetve 83,3 °C — 154 bp,
valamint felsokszoroztak a nem specifikus mfB-actint templatot is, 81 °C — kb. 60 pb, 81,9
°C —kb. 101 bp, illetve 83,3 °C — kb. 154 bp terméktulajdonsagokkal. A mB-actin,1, mB-
actin., és mbB-actins primerek mB-actint  DNS templatokkal PCR termékeket
eredményeztek, melyek olvadaspontja és mérete 85,6 °C — 154 pb, 86,3 °C — 165 bp,
illetve 87,4 °C — 228 bp, valamint felsokszoroztak a nem specifikus ma-SMAT templatot
is, 85,6 °C — 154 pb, 84,2 °C — 165 bp, illetve 87,4 °C — 228 bp terméktulajdonsagokkal.

4.1.5. a-SMA és f-aktin expresszio mérteke UUO-n dtesett egerek veseszovetében
Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, milyen hatdssal lehetnek kisérleti
eredményeinkre a kiilonb6zé egér a-SMA ¢és B-aktin primerek mesterséges templat-
specificitasaiban tapasztalt eltérései, kontroll, illetve UUO-n atesett egerek
veseszdvetébdl késziilt DNS mintadkon végeztiink valos idejii PCR méréseket.
Mintainkon els6ként a leggyakrabban alkalmazott referenciagének (Rn18s, Rplp0, Hprt,
Gapdh) expresszioit hataroztuk meg. Méréseink alapjan a mintapopulacionkban az Rn18S
mutatta a legstabilabb expressziét, illetve legalacsonyabb szorast (11. abra/a), igy a
tovabbi mérések esetén a kiilonbozé gének értékeit Rnl8s-re vonatkoztatott relativ
expresszioként abrazoltuk. A kontroll és UUO-s mintakban az Rplp0O, Hprt és Gapdh
relativ expresszioja egyenlonek bizonyult, nem talaltunk szignifikans eltérést a csoportok
kozott (11. abra/b).

a 254 Hb_o 371 3 kontroll
== mm UUO
\OR S B
o o 2_
™ @ 4 ~ =
= 154 = NS
£ o® g NS — NS
o o Z —
§ 104 > o
© & ‘ S g 1
8 =
7 C =
x £
0 T T T T 0 T T T
Rplp0 Hprt Gapdh Rn18s Rplp0 Hprt Gapdh

11. abra. Gyakran hasznalt referenciagének mRNS expresszidja kontroll és UUO-n
atesett egerek veseszovetében. Az Rplp0, Hprt, Gapdh és Rnl8s expresszidjat valds
idejii PCR-rel hataroztuk meg. Az értékeket az attorési ciklusszamok (Cp) (a), illetve az

Rn18s hanyadosaként (b) abrazoltuk, a kontroll csoport atlagértékére normalizalva. Az
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oszlopdiagramon atlag + szoras adatok lathatoak (n=6-7/csoport). NS: nincs szignifikans
eltérés kontroll vs. UUQ (t-proba)

Az egér veseszovet Acta2 mMRNS expresszioja fokozodott UUO hatasara. A valtozas
mértéke 3,1-6,2-szeres érték kdzott mozgott, attdl fiiggden, hogy az altalunmk tervezett
ma-SMAsp, vagy az irodaloban hasznalt ma-SMAL1, ma-SMAL> vagy ma-SMAL3

primerrel tortént a mérés (12. abra).

|

1 kontroll
N UUO

»
1

N
1

N
1

Acta2/Rn18s mRNS expresszio

T —rl ﬁl T

T T

o

alkalmazott primer

12. abra. Acta2 mMRNS expresszioja kontroll és UUO-n atesett egerek
veseszovetében. Az Acta2 expressziojat valos idejii PCR-rel, sajat tervezésii ma-SMAsp,
illetve irodalmi forrasbol szarmazé ma-SMALL, Ma-SMAL. és ma-SMAL3 primerekkel
hataroztuk meg. Az értékeket Rn18s hanyadosaként abrazoltuk, a kontroll csoport
atlagértékére normalizalva. Az oszlopdiagramon atlag + szoras adatok lathatoak (n=6-

7/csoport). *p<0,05 kontroll vs. UUO (t-proba)

Hasonlé markans kiilonbséget tapasztaltunk az Actb expresszido meghatarozasa esetén.
Mig a sajat tervezésli, mB-actinsp primer esetén - hasonléan a tobbi referenciagénhez,
nem tapasztaltunk eltérést a kontroll és UUO csoportok relativ expresszids értékei kozt,
addig az irodalmi forrasbol szarmaz6 mB-actin i, mB-actino, mB-actin.s primerekkel

tortént mérés alapjan UUO hatasara fokozodott a veseszovet Actb mMRNS mennyisége
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(13. abra). A korrelacios vizsgalatok kdzepes, illetve szoros pozitiv dsszefliggést mutattak
az irodalmi B-aktin primerekkel meghatarozott Actb és a ma-SMAsp primerrel
meghatarozott relativ Acta2 mRNS expressziok kozott (14. abra), tehat minél magasabb
egy minta Acta2 mRNS expresszioja, annal magasabb Actb expressziot mutatnak az

irodalmi primerekkel végzett PCR mérések.

S 34 *
2 1 kontroll
L
o
= * % B UUO
:g 2 [ — L
2} NS
Z —
04
E I
£ 14 1 T -
—
c
o
2
(&]
<C 0 T T T T
mfB-actin mB-actin| ;4 mbB-actin , mB-actin 4

alkalmazott primer

13. abra. Actb mRNS expresszidja kontroll és UUO-n atesett egerek veseszovetében.
Az Actb expressziojat valos idejii PCR-rel, sajat tervezésti mB-actinsp, illetve irodalmi
forrasbol szarmazo mB-actin. i, mB-actin., és mB-actings primerekkel hataroztuk meg. Az
értékeket Rn18s hanyadosaként abrazoltuk, a kontroll csoport atlagértékére normalizalva.
Az oszlopdiagramon atlag + szoéras adatok lathatoak (n=6-7/csoport). NS: nincs

szignifikans eltérés (t-proba); *p<0,05 kontroll vs. UUO (t-proba)
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0

14. abra. Osszefiiggés a kiilonb6z6é primerekkel meghatarozott Actb és Acta2 mRNS
expresszioja kozt. Az individualis mintak sajat tervezésii mf3-actinsp, illetve az irodalmi

forrasbol szarmazo mfB3-actin. i, mB-actin.z és mB-actin.s primerekkel meghatarozott Actb
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expressziok (13. abra) a sajat tervezésit ma-SMAsp primerrel kapott Acta2 expresszidval

(14. abra) val6 korrelacidjat Spearman modszerrel vizsgaltuk. r: korrelacios koefficiens

4.1.6. Sajat tervezésii human és patkany a-SMA és fi-aktin primerek templit-
specificitdsa

A human és patkdny o-SMA és B-aktin primerek tervezésekor az egér primerekhez

hasonloképp jartunk el. A forward primerek anellacios pozicioit Gigy terveztiik, hogy az

adott szekvencia szakasz a kiilonb6z6 aktin izoformak kapcsan a lehetd legtobb bazis

eltérést tartalmazza, kiilonosen a primerek 3’ végén (15. abra).

human (ho-SMAgp, hB-actingp)
a-SMA CDS (4CTA42)
B-actin CDS (4CTB)
y-cvto actin CDS (ACTGI)
y-smooth actin CDS (4CTG2) |-

a-SMA CDS (dcta2)
B-actin CDS (dcth) | |
y-cvto actin CDS (dergl) I~ -: - I-r TiEGaA cl

y-smoothactin CDS (dctg2) - c EE&: ...GG GC T.a.-r_- T T-.ﬂ.-TG GA ITT TGA c.l Iu AGATGGC

Szinkod

Adott nukleotid el6forduldsi gyakorisdga egy pozicioban

15. dbra. Hétérkép a kiilonb6zo aktin izoformakat kédolé szekvenciak (CDS) kozti

homologiarol a sajat tervezésii human és patkany o-SMA és f-actin primerek
bekotédési szakaszan. Egymasra illesztve a human ACTA2, ACTB, ACTG1, ACTG2,
illetve a patkany Acta2, Actb, Actgl, Actg2 szekvenciakat, minden nukleotidot 1-t61 4-ig
pontoztunk aszerint, hogy az adott pozicidban hany izoforma esetén fordul eld. A sajat
tervezésii ha-SMAsp, hB3-actinsp és ra-SMAsp, r3-actinsp primerek anellacios pozicidit

piros négyzettel jeloltiik.

A primerek specificitasat human, illetve patkany Acta2 és Actb génfragmensek
szekvenciainak megfeleld (ha-SMAT, ra-SMAT, hB-actint, rB-actint) DNS templatok
hasznalataval végzett PCR reakciokkal vizsgaltuk.

A PCR-¢ek soran a sajat tervezésti ha-SMAsp primer a ha-SMAT, a ra-SMAsp primer a
ra-SMAT, a hB-actinsp primer a hB-actint, a hB-actinsp primer pedig a hB-

actint templattal eredményezett megfeleld méretii €s olvadaspontl terméket. A vizsgalt
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primerek egyikének alkalmazasa sem vezetett nem-specifikus aktin izoformak DNS

templatjanak amplifikaciojahoz (16. abra).
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16. abra. Sajat tervezésii human és patkany a-SMA és B-actin primerek templat-

specificitasa. A PCR-ek soran a ha-SMAsp primer kizarolag a ha-SMAT templattal

eredményezett terméket, melynek olvadaspontja 81,7 °C, mérete a vart 111 bp-nak

megfeleld. A hB-actinsp primer kizarolag a hB-actint templattal eredményezett PCR

terméket, melynek olvadaspontja 86 °C, mérete a vart 114 bp-nak megfelel6. A ro-

SMAGsp primer kizardlag a ra-SMAT templattal eredményezett PCR terméket, melynek

olvadaspontja 82,8 °C, mérete a vart 106 bp-nak megfeleld. A r3-actinsp primer kizarolag

a rB-actint templattal eredményezett PCR terméket, melynek olvadaspontja 83,4 °C,

mérete a vart 106 bp-nak megfeleld.
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4.2. 1L-24 szerepe a szoveti atépiilésben

4.2.1. 1L-24 kezelés hatdasa pdMF sejtek stresszrostorientdciojara

Az IL-24 sejtalakra alakjara gyakorolt hatdsat fluoreszcens mikroszkop segitségével
vizsgaltuk kezeletlen, illetve TGF-B kezelés altal aktivalt pdMF sejteken. A kezeletlen,
sejtek hosszikas, elnyult alakkal, illetve parhuzamos stresszrosthalozattal rendelkeztek,
mely jellemzék TGF-B kezelés hatdsara tovabb fokozodtak. IL-24 kezelés hatasara
azonban a sejtek lepeddszerii alakot vettek fel, a stresszrostok rendezettsége megsziint,
nétt a stresszrostok sejt tengelyével bezart szogének eloszlasa (17. abra/a, b).
Génexpresszios vizsgalataink alapjan 1L-24 kezelés hatasara fokozodott a sejtek ACTAZ,
ACTB, VIM, SNAI1 és SNAI2 mRNS expresszidja (17. abra/c).

a kontroll TGF-B IL-24 TGF-B + IL-24

20x

100x

b - c
g 90 °
£ ° ACTA2 -
<3 1S
> @ A
S 0l ACTB 3
2 2
= s
2 %} VIM wn
£ pe * o 0%
- 204
g 3 . ° SNAII £
F= o
N g
2 © SNAI2 -
Z o L IS}

kontroll ~TGF-p  IL-24 [ Kontroll | IL-24 |

17. abra. Az IL-24 hatasa a duodenalis fibroblasztok sejtalakjara. A pdMF sejtek a-
SMA (zold) stresszrostjait immunfluoreszcens festéssel, mikroszkop segitségével

vizualizaltuk a kiilonb6z0 kezeléseket kovetden (a). Az individudlis sejteken beliili

crcr
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hosszanti tengelyével bezart szogét azok 95%-os konfidenciaintervallumaval (Clmede)
jellemezve abrazoltuk (n=35-40/csoport). A pontok az egyes sejtek értékeit
szimbolizaljak, mig a fliggdleges vonalak az adott kezelési csoport atlag + szoéras adatait
mutatjadk. A génexpresszios vizsgalatokat valds idejii PCR segitségével végeztiik el. A
hétérképen (c) a vizsgalt gének relative mRNS expresszio valtozasainak mértékét
logaritmikus skalan abrazoltuk. A piros szin a kontroll csoport atlagahoz képest az
emelkedést, a zold szin a csokkenést jelzi. *p<0,05 vs. kontroll (Kruskal-Wallis teszt);
#p<0,05 vs. TGF-B (Kruskal-Wallis teszt)

4.2.2. a-SMA akkumulacio WT és 1120rb -/- dallatok veséjében UUO-t kivetden

Az o-SMA renalis lokalizaciojat fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk. Az
egészséges egerek veseszovetében alacsony a-SMA immunopozitivitast detektalunk,
mely a vese erek simaizomsejteinek felelnek meg (18. abra/a). Az UUO-n atesett egerek
metszete ezzel szemben erds pozitivitdst mutatott, kiilonosen a tubulointersticialis
teriileteken (18. abra/b).

A vese a-SMA fehérje mennyiségét Western blot mddszerrel hatdroztuk meg WT és
1120rb -/- allatokban. Az egészséges allatok veseszovetében kozel detektalhatatlan o-
SMA mennyisége UUO hatasara nagymértékben fokozodott (18. abra/c,d). Hasonloképp,
génexpresszios vizsgalataink alapjan az Acta2 mRNS expresszidja tObbszorosére
emelkedett a 7, illetve 14 napos UUO-s csoportokban (18. abra/e). Mind a fehérje, mind
az mRNS szintli méréseink alapjan az 1120rb -/- allatokban méréskeltebb volt az a-SMA
akkumulacidja a WT csoporthoz viszonyitva a 14 napos mintédkban.

A veseszovet hegesedését Masson trikrom, illetve SiriusRed szovettani festéseket
kovetden, grafikai analizissel hataroztuk meg. Mindkét eljaras alapjan lathatd, hogy
(hasonloan az SMA-hoz) UUO hatasara fokozodott a fibrozissal érintett teriilet aranya
(18. abra/f, g). A 14 napos mintakban az 1120rb -/- allatokban a WT egerekben
tapasztaltakhoz képest a heges teriilet kiterjedése kisebb volt.
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18. abra. a-SMA akkumulaciéja WT és 1120rb -/- allatok veséjében UUO-t kovetden.

Az a-SMA-pozitiv fibroblasztok megjelenését immunfluoreszcens festést kovetden
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(z61d), fluoreszcens mikroszkop segitségével vizualizaltuk kontroll (), illetve unilateralis
uréter obstrukcion (UUO) atesett (b) egerek vesemetszetén. A sejtmagokat DAPI
festéssel (kék) tettiik lathatova. Az IL-24 vese szoveti atrendezddésére gyakorolt hatasat
vad tipust (WT), illetve IL-24 receptoranak egyik alegységét nem expresszald, génkiiitott
(1120rb -/-) allatokon 7, illetve 14 napos UUO-t kdvetden vizsgaltuk. A veseszovet a-
SMA fehérje mennyiségét (c, d) Western blot segitségével, az Acta2 mRNS expresszidjat
(e) valos idejii PCR modszerrel hataroztuk meg. A relativ értékeket a GAPDH fehérje,
illetve Rn18s mRNS referenciak hanyadosaként abrazoltuk, a WT 0 csoport atlagértékére
normalizalva. A veseszovet hegesedéssel érintett teriiletének aranyat grafikai analizissel
hataroztuk meg Masson (f), illetve SiriusRed (g) szovettani festéseket kovetden. A
diagramokon atlag + szoras adatok lathatoak (n=6-8/csoport). *p<0,05 vs. WT 0 nap (két-
szempontos ANOVA); #p<0,05 WT vs. 1120rb -/- az adott napon (Mann-Whitney U-teszt)

4.2.3. a-SMA akkumuldacio WT és I120rb -I- dllatok vastagbelében DSS kezelést
kovetden, illetve WT dallatokban lokdlis IL-24 kezelést kovetoen

Az a-SMA intesztinalis lokalizacidjat fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk.
Az egészséges egerek vastagbél szovetében magas o-SMA immunopozitivitast
detektalunk, mely jelet elsésorban a muscularis externa hosszanti és korkords izomrostjai,
a muscularis mucosae és a szubepitelialis miofibroblasztok eredményezik (19. abra/a).
Az a-SMA fehérje mennyiségét Western blot modszerrel hataroztuk meg WT és 1120rb -
/- allatokban. Bar az egészséges allatok bélszovet homogenizatumaban magas a-SMA
alapjelet detektaltunk, WT allatok DSS kezelését kovetden emelkedett a mennyisége, mig
1120rb -/- allatokban nem valtozott (19. abra/b, d). WT egerek vastagbelének lokalis,
rekombinans IL-24 injekcidval torténd kezelése hatasara az a-SMA fehérjemennyiségét
vizsgalva nem tapasztaltunk valtozast, azonban az Acta2 mRNS expresszioja kétszeresére
emelkedett a kontroll csoporthoz viszonyitva (19. abra/c, e).

Tovabbi méréseink alapjan az egerek DSS-sel torténé kezelése (19. abralf), illetve a
lokalis IL-24 injekcio (19. abra/g) fokozta a fibrozis-asszocialt gének mRNS
expresszidjat. A DSS-indukalta expresszié emelkedés mértéke az 1120rb -/- allatokban

méréskeltebb volt a WT csoporthoz viszonyitva (19. abra/f).
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19. abra. a-SMA akkumulacio WT és 1120rb -/- allatok vastagbelében DSS kezelést
kovetoen, illetve WT allatokban lokalis IL-24 kezelést kovetoen. Az o-SMA
lokalizaciojat immunfluoreszcens festést kovetden (zold), fluoreszcens mikroszkdp
segitségével vizualizaltuk kontroll egerek vastagbél metszetén (a). A sejtmagokat DAPI
festéssel (kék) tettiik lathatova. Az IL-24 avastagbél szoveti atrendezodésére gyakorolt
hatasat DSS kezelést kovetden (b, d, f) vad tipusu (WT), illetve IL-24 receptoranak egyik
alegységét nem expresszald, génkiiitott (1120rb -/-) allatokon, illetve WT allatok
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bélszovetének lokalis, rekombinans 1L-24 kezelését kovetden (c, e, g) vizsgaltuk. A
bélszovet a-SMA fehérje mennyiségét (b-e) Western blot segitségével, az Acta2 mRNS
expressziojat (e) valos idejii PCR modszerrel hatdroztuk meg. A relativ értékeket a
GAPDH fehérje, illetve Rn18s mRNS referencidk hanyadosaként abrazoltuk, a WT
kontroll csoport atlagértékére normalizalva. A hétértképeken (f, g) a fibrozis asszocialt
gének relativ mRNS expresszid valtozasainak mértékét logaritmikus skdla alapjan
abrazoltuk. A piros szin a kontroll csoport atlagdhoz képest az emelkedést, a zold szin a
csokkenést jelzi. A diagramokon atlag + szoras adatok lathatoak (n=6-8/csoport). *p<0,05
vs. WT kontroll; #p<0,05 vs. WT DSS; $p<0,05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-teszt)
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4.3. PARKT szerepe a bélmukoéza oxidativ karosodasaban coliakia soran

4.3.1. PARKT jelenléte duodendlis epitél sejtekben

A fluoreszcens mikroszkoppal késziilt képek alapjan a bélhamban a kriptak epitél sejtjei,
illetve a lamina propria sejtjei expresszaljak a PARK7 fehérjét. A beteg mintak epitél
sejtjeiben fokozott PARKY jelenlétet tapasztaltunk (20. abra/a). Hasonloképp, erételjes
PARK?7 immunopozitivitast detektaltunk a doudenalis eredetii, FHs74Int sejtvonalon is
(20. abra/b).

duodenum biopszia
a kontroll FHs74Int

100 pm 100 um 200 um

50 pm 50 pm 50 pm

PARK?7

sejtmag
20. abra. PARK?7 jelenléte doudenalis epitél sejtekben. A PARKY7 (piros)
lokalizaciojat immunfluoreszcens festés segitségével vizsgaltuk kontroll és coliakiaban
szenvedd gyerekek (CD) vékonybél biopsziamintain (a), illetve FHs74Int sejtekben (b).
A sejtmagokat DAPI festéssel (kék) tettiik lathatova.

4.3.2. A Comp23 kezelés hatdsa az intracellularis ROS akkumuldciora

A Comp23 hatdéanyag intracellularis ROS akkumuléciora kifejtett hatdsit DCFDA,
redox-szenzitiv fluoreszcens festék alapi sejtes teszt segitségével vizsgaltuk. Az
FHs74Int sejtek H20:-dal torténd expozicidja doézisdependens ROS akkumulaciot
eredményezett, melyet a Comp23 kezelés minden vizsgalt koncentracidé esetén

csokkentett (21. abra/a, b).
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Génexpresszids vizsgalataink alapjan H2O, hatasara csokkent a sejtek NRF2, NQO1 és
GCLC, illetve fokozddott a HMOX1 mRNS expresszidja, mig az oxidativ koriilmények
kozott a Comp23 kezelés fokozta az NRF2, HMOX1, NQO1, TRX1 és GCLC mRNS

expressziot (21. abra/c).
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21. abra. Comp23 hatisa az FHs74Int sejtek ROS akkumulaciojara. Az FHs74Int

illetve jelenlétében. A reprezentativ pontdiagram (a) a DCFDA redox-szenzitiv festékkel
toltott sejtek fluoreszcenciaintenzitdsdnak (FI) iddbeli valtozasat mutatja 1000 pM-0s
H20: expoziciot kovetéen Comp23 hianyaban, illetve jelenlétében. A hegedi diagramon

(b) a DCFDA FI id6beli valtozasabol eredé gorbe meredekségét abrazoltuk a kiilonb6zo

génexpresszios vizsgalatokat valds idejii PCR segitségével végeztiik el. Az értékeket
Rn18s hanyadosaként dbrazoltuk, a kontroll csoport atlagértékére normalizalva. A pont-
és oszlopdiagramon atlag + szords adatok lathatoak (n=5/csoport). $p<0,05 vs. @
hatéanyag adott H2O2 koncentracio mellett (t6bbszoros t-proba); *p<0,05 vs. kontroll +
@ hatdéanyag (Mann-Whitney U-teszt); #p<0,05 vs. H202 + @ hatéanyag (Mann-Whitney

U-teszt)
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4.3.3. A Comp23 kezelés hatdsa az oxidativ stressz indukdlta sejthaldlra

A Comp23 hatéanyag oxidativ stressz indukalta citotoxicitasra kifejtett hatdsat MTT
sejtviabilitas, LDH citotoxicitas, illetve Annexin V apoptozis tesztek segitségével
kovettiik nyomon. Az FHs74Int sejtek H2O2-dal torténé expozicidja erételjes sejthalalt
eredményezett, amelyre a csokkent MTT ¢életképességi szignal (22. abra/a), a feliiluszoba
kijutott LDH enzim fokozott aktivitasa (22. abra/b), valamint az Annexin V pozitiv
apoptotikus sejtek fokozott aranya (22. abra/c, d) utal. A Comp23 kezelés csokkentette
ezen valtozasok mértékét, javitotta a sejtek oxidativ koriilmények kozti tulélését.
Génexpressziods vizsgalataink alapjan H2O» hatasara csokkent a sejtek TP53, BCL2 és
BAX, illetve fokozddott a PCNA mRNS expresszidja, mig a Comp23 kezelés fokozta a
TP53, PCNA, CDKNI1A, BCL2 ¢és BAX oxidativ korilmények kozotti mRNS

expressziojat (22. abral/e).
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22. abra. Comp23 hatisa az oxidativ stressz indukalta sejthaldlra FHs74Int
sejteken. Az FHs74Int sejteket kiillonbozé koncentracioji Comp23 hatdanyaggal
kezeltiik H2O2 (1000 uM) hianyaban vagy jelenlétében, majd a sejtek életképességét
MTT teszt (a), a sejthalal mértékét a LDH teszt (b), az apoptotikus sejtek aranyat Annexin
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V teszt (c, d) segitségével hataroztuk meg. A 0,001 uM-os Comp23 csoport kapcsan
végzett génexpresszids vizsgalatokat valos idejii PCR segitségével végeztiik el (e). Az
értékeket Rn18s hanyadosaként dbrazoltuk, a kontroll csoport atlagértékére normalizalva.
A diagramokon atlag + szoras adatok lathatdéak (a, b, e: n=5/csoport, ¢: n=9/csoport).
*p<0,05 vs. kontroll + @ hatéanyag (a, b, c: két-szempontos ANOVA, e: Mann-Whitney
U-teszt); #p<0,05 vs. H2O2 + @ hatoéanyag (a, b, c: két-szempontos ANOVA, e: Mann-
Whitney U-teszt)

4.3.4. A Comp23 kezelés hatdsa az oxidativ stressz indukdlta sejtvaz karosoddsra

A bélmukoza epitél sejtjeinek sejtvazrendszerét a metszetek, filamentaris aktinhoz kot6do
fluoroforral jelolt falloidinnel torténd festését koveten, fluoreszcens mikroszkdp
segitségével vizualizaltuk.

Az egészséges bélmukdza epitél sejtjeit az aktin fluoreszcens szignalja hatdrozottan
rajzolja koril, erételjes, apikalis, bazalis, illetve lateralis fest6dést lathatunk mind a
bélbolyhok, mind a kriptdk enterocitainak korvonalanak megfeleléen. A coliakias
betegekbdl szdrmazd metszetek azonban merdben mas festddést mutattak. Az epitél
sejtek kontrasztos festddése helyett szemcsés jelet tapasztaltunk a sejtek citoplazmajaban,
a lateralis fluoreszcens szignal szinte teljes egészében eltlint (23. abra/a).

Hasonl6d véltozast tapasztaltunk az FHs74Int duodenalis epitél sejtvonalon oxidativ
stressz hatasara. Kezeletlen sejtekben az aktin rostszerii halozata ép sejtvazra utal, mig
H20: kezelés hatasara az addig filamentéris aktin pontszerli aggregatumokat képez. Az
immunfluoreszcens képeken jol megfigyelhetd az oxidativ stressz indukélta citotoxicités
is, erre utalnak a kipukkadt sejtek maradvanyai, melyeket az abran fehér nyilakkal
jeloltink. A Comp23 kezelés mérsékelte az oxidativ stressz altal kivaltott kdrosodast,

mérsékeltebb aktin csomosodas, megdrzott sejtvaz volt megfigyelhetd (23. abra/b, c).
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23. abra. Duodenalis epitél sejtek sejtvazkarosodasa coliakias betegbé6l (CD)
szarmazé biopszia mintan, illetve FHs74Int sejteken oxidativ stressz hatisara. Az
aktin sejtvaz allapotat falloidin festést kovetden (narancs), fluoreszcens mikroszkop
segitségével vizualizaltuk kontroll, valamint coliakias gyermekek vékonybél biopsziajan
(@), illetve FHs74Int sejteken 1000 uM H20: és/vagy 0,001 pM Comp23 kezelést
kovetden (b). A sejtmagokat DAPI festéssel (kék) tettiik lathatova. A karosodott sejtvaza

sejtek aranyat (c) grafikai analizis segitésével hataroztuk meg. A kiilonb6z6 mértékben
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karosodott sejtek aranyat a latotérben levd teljes sejtszamra vonatkoztatva adtuk meg
(n=400-500/csoport). *p<0,05 vs. kontroll + @ hatéanyag; #p<0,05 vs. HO2 + O
hatoanyag (Khi-négyzet préba)

4.3.5. A Comp23 kezelés hatdsa az oxidativ stressz indukalta sejtadhézios kdrosoddsra
Az aktin sejtvaz, illetve a ZO-1, sejtadhézios molekulak intracellularis lokalizacidjat
fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk az FHs74Int sejtek falloidin-, illetve
immunfluoreszcens festését kovetden.

Kezeletlen sejtekben, ahol az aktin-festés ép, egészséges sejtvazat mutatott, a ZO-1 az
aktin filamentumokkal kolokalizalt. H2O. kezelést kovetden azonban azokban a
sejtekben, melyekben a kéarosodds hatdsidra az aktin intracellularis aggregatumokat
képzett, a ZO-1 disszocialt az aktinr6l, és a citoplazmaba keriilt. A sejtek Comp23
hatéanyaggal torténd kezelése amellett, hogy javitotta az aktin sejtvaz allapotat,
normalizalta a ZO-1 sejtadhézids fehérje lokalizaciojat (24. abra/a).

Génexpresszios vizsgalataink alapjan a Comp23 kezelés fokozta az FHs741Int sejtek H20:
expozicio hatasara csokkent ZO1, CDH1, VCL és ITGB5 mRNS expressziojat (24.

abra/a).
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24. abra. Comp23 hatasa az oxidativ stressz indukalta sejtadhézios karosodasra
FHs74Int sejteken. Az aktin sejtvaz (piros) és ZO-1 sejtadhéziés molekula (zold)
kolokalizacigjat immunfluoreszcens festést kovetden, fluoreszcens mikroszkdp
segitségével vizualizaltuk FHs74Int sejteken 1000 uM H20> és/vagy 0,001 uM Comp23
kezelést kovetéen (a). A sejtmagokat DAPI festéssel (kék) tettiik lathatova. A
génexpresszios vizsgalatokat valds idejii PCR segitségével végeztiik el (b). Az értékeket

Rn18s hanyadosaként abrazoltuk, a kontroll csoport atlagértékére normalizalva. A
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diagramokon atlag + széras adatok lathatdoak (n=5/csoport). *p<0,05 vs. kontroll + @
hatéanyag (Mann-Whitney U-teszt); #p<0,05 vs. H.O2 + @ hatéanyag (Mann-Whitney
U-teszt)

4.3.6. A Comp23 kezelés hatdsa a bél permeabilitisdara

Immunfluoreszcens festés segitségével kimutattuk, hogy az egerek vékonybélszdvetének
H20.-dal torténé kezelése jelentés sejtvazkarosodashoz vezet (25. abra). Mig az
egészséges bélszoveten az aktin fluoreszcens jele koriilrajzolja az epitél sejteket, addig
H202 kezelést kovetden a konturos festddés helyett szemcesés jelet tapasztaltunk

citoplazmajukban, és a lateralis fluoreszcens szignal szinte teljes egészében eltiint.

bélbolyhok

kontroll

2" 50um SQum

sejtmag

25. abra. Duodenailis epitél sejtek sejtvazkarosodasa egerekbdl szarmazé
vékonybélszovet mintan. Az aktin sejtvaz allapotat falloidin festést kovetden (narancs),
fluoreszcens mikroszkop segitségével vizualizaltuk kontroll, illetve 30 perces, 1000 uM
H20:> kezelést kdvetden. A sejtmagokat DAPI festéssel (kék) tettiik lathatova.
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A Comp23 bélham integritdsra gyakorolt hatasat kontroll, illetve Comp23 kezelt
egerekbOl szadrmazd vékonybél prepardtumok permeabilitdsvizsgalata segitségével
tanulmanyoztuk. A kisérlet sordn intesztinalis zsdkokat preparaltunk, melyeket festékkel
toltottik fel. H2Oo-dal torténd kezelés hatasara fokozodott a zsakokba toltott festék
kioldodasa. A Comp23 hatéanyaggal eldkezelt allatokbdl szarmazd preparatumok
permeabilitasa szignifikansan alacsonyabb volt mind a kezeletlen, mind a H>O> kezelt

csoportok tekintetében (26. abra).
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26. abra. Comp23 hatasa a vékonybél preparatumok permeabilitasara. A kezeletlen,
illetve Comp23 kezelt egerekbdl szarmazé intesztinalis zsakokat 0 uM vagy 1000 uM
H20: koncentracioji, DMEM tapoldatban oldott 0,1% evans kék festékkel toltottiik fel.
A festék kioldodasanak mértékét 4 oran at, 20 percenkénti mintavétellel hataroztuk meg.
A diagramokon atlag + szoras adatok lathatoak (n=7-9/csoport). *p<0,05 0 uM H20> vs.
1000 uM H>02; #p<0,05 0 uM H202 vs. 0 uM H20> + Comp23; $p<0,05 1000 uM H20-
vs. 1000 uM H20; + Comp23 (két-szempontos ANOVA)

59



DOI:10.14753/SE.2021.2469

5. Megbeszélés

5.1. a-SMA és B-aktin specifikus PCR primerek

Az aktin fehérjecsaladot 6 kiilonb6z6 izoforma alkotja [31], melyek koziil az a-SMA és
3-aktin fontossaga kiemelendd, kiilondsen a szoveti atrendezddéssel kapcsolatos
kutatdsok kapcsan. A szdveti atrendezddés, sebgyogyulds, hegesedés témajaban
gyarapodo tanulmanyok megkeriilhetetlen eleme az o-SMA, mely az emlitett
folyamatokban kulcsfontossagti szereppel birdé miofibroblasztok biomarkere [6]. Még
sz¢lesebb korben ismert talan a $3-aktin, mely évente tanulmanyok ezreiben jelenik meg,
mint molekularis biologiai mérések referenciagénje vagy -fehérjéje [71]. Bar a kiilonb6z6
aktin izoformékat kiilonb6z0 gének kodoljak, az aminosav- és nukleotidszekvenciajuk
kozti homologia megkozeliti a 90%-ot (5. abra) [31]. Az izoformak magas
homologiajabol adodik, hogy a kiilonbozé aktin gének egy-egy, az atlagos primerek
hosszanak megfeleld 20-25 bazisparnyi szakaszdn mindossze 3-4 db véletlenszertien
elhelyezked6 baziseltérés talalhatd. Amennyiben ezt tervezéskor nem vessziik
figyelembe, a primerek nem lesznek képesek diszkrimindlni a kiilonb6zd aktin izoformak
kozt, és a PCR-ek soran a mérés eredményét torzitd aspecifikus termékek keletkezhetnek.
Jelen tanulmany célja az alapkutatasok soran leggyakrabban hasznalt fajok, igy egér,
human és patkdny a-SMA ¢és B-aktin mRNS expresszid meghatarozasara alkalmas
izoforma-specifikus valos idejii PCR modszer kifejlesztése és validalasa. Emellett
felmérjiik, mekkora figyelmet fordit a jelenségre a szakirodalom, illetve az egyik
leggyakrabban hasznalt experimentalis vesefibrozis modellen szemléltetjiik, milyen
torzitast okozhat a nem izoforma-specifikus reakciok hasznalata.

A PCR soran a DNS polimeraz a beko6tddott primer 3” végétol, 5°-3° irdnyba épiti fel az
1j DNS szalat a tamplat szal szekvencidja alapjan [72]. Ezért a primer 3’ végén levo
bazisegyezések és -eltérések hatarozzak meg a legnagyobb mértékben a primerek templat
DNS-hez valo bekotédését, igy a PCR specificitasat [73, 74]. Mindezek miatt izoforma-
specifikus primereink tervezése soran olyan szakaszokat kerestiink, ahol legtobb a
baziseltérés az elkiiloniteni kivant aktin izoformak szekvenciai kozott, és kiemelt
figyelmet forditottunk arra, hogy ezek foként a primerek 3’ végén lokalizalddjanak, igy
biztositva specifikus anellaciojukat (5. abra/b, 15. abra).

Kisérletiink els6 1épéseként az egér Acta2 és Actb mRNS expresszié meghatarozasahoz

alkalmas sajat tervezésii ma-SMAsp és mB-actinsp primerek templat-specificitasat
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ellendriztiik Acta2, Actb, Actgl és Actg2 izoformak kodold szakaszainak megfeleld
szekvenciaji  ma-SMAT, mbB-actint, my-cyto-actint, illetve my-smooth-actint
mesterséges oligonukleotidokat hasznalva templatként. Az ma-SMAsp primer a ma-
SMAT templattal, a mB-actinsp primer pedig a mf3-actint DNS templattal eredményezett
PCR terméket, nem tapasztaltunk keresztreakcidt az elsddlegesen elkiiloniteni kivant,
nem specifikus izoforma templatjaval (6. abra). Bar a mB-actinsp primert hasznalva a
PCR felsokszorozta a my-cyto-actinT oligonukleotidot is, ugy véljik, a primer
hasznalhato a késObbi mérések soran. A két szoban forgd, Actb és Actgl izoforma
homldgiaja még kifejezettebb, és a primer bek6tddési szakaszan — ahol biztositani tudjuk
az Acta? és Actb kozti differenciaciot, az Actb és Actgl szekvenciaja nem tartalmaz annyi
baziseltérést, hogy a keresztreakciot kikiiszobolhessiik (5. abra/a). A szekvenciabeli
hasonlosdg azonban biologiai azonossdggal is jar. A szintén citoplazmatikus Actgl
allando expresszios szintet mutatd gén, igy referenciaként is gyakran alkalmazzak [34],
emellett a kiilonboz6 RNS expresszios adatbazisok alapjan szoveti jelenléte az Actb
toredéke [75-77]. Mindezek alapjan az eredményeink azt mutatjak, hogy a sajat tervezésii
primereink alkalmas az egér Acta2 és Actb mRNS expresszio meghatarozasara.

A validacio6 kovetkezo 1épésként meghataroztuk a ma-SMAsp és mB3-actinsp primerekkel
végzett PCR-ek hatasfokat. A kalibracids gorbék meredekseégébdl szamitott amplifikacios
koefficiensek az elvart 1,8-2,2 tartomanyba [78, 79] estek (7. abra).

Végezetil a ma-SMAsp és mbB-actinsp primerek specifikussagat experimentalis
kisérletbdl szarmazé mintdkon ellendriztiik. A kisérlet soran egér veseszovetbdl izolalt
RNS-b6l szarmazd komplementer DNS-t hasznaltunk, melyek esetén tehat a mintak
kevert, igy potencialis keresztreakciora alkalmas DNS templatokat is tartalmaztak. Az
ma-SMAsp és mB-actinsp primerek altal végzett PCR végeztével kapott termékek
szekvencidit Sanger-szekvenalassal hataroztuk meg. A kapott nukleotidsorrendet az
Acta2, Actb, Actgl és Actg2 kodolo szakaszara illesztve az tapasztaltuk, hogy a PCR
termékek szekvencidja megegyezik a sajat referencia génjeik szekvenciajaval (8. abra),
tehat a reakciok valodi, experimentalis mintdbdl szarmazo templatokon is specifikusak és
jol hasznalhatoak. SOt, megerdsitést nyert a sejtésiink, miszerint a mesterséges templatok
esetén az mbB-actinsp primer my-cyto-actint-nal tapasztalt keresztreakcidja valodi,

természetes mintan nem okoz mérési hibat.
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Folytatasként megvizsgaltuk a hipotézisiink, miszerint az a-SMA ¢és B-aktin expresszio
meghatarozdsa az atlagosnal nagyobb koriiltekintést igényel. Neves szaklapokbol
véletlenszertien gyljtott, egér a-SMA ¢és B-aktin mRNS expresszi6 meghatarozasahoz
hasznalt PCR primerek szekvencidit az aktin izoformak kodold szakaszara illesztve
atlagosan 3 darab, elszortan elhelyezkedd baziseltérést talaltunk (10. abra). Ez a mintazat
arra utal, hogy a primerek tervezésekor nem vették figyelembe a kiilonb6zo aktin
izoformak kozti nagyfoki homolédgiat. Az egér Acta2 és Actb kodolod szakaszokinak
megfeleld mesterséges oligonukleotidokkal végzett PCR-ek sordan bizonyitottuk, hogy
ezen irodalmi forrasbol szarmazé primerek nem csak a névleges target templatot
sokszorozzak fel, hanem a nem-specifikus izoformakat is (10. abra). Mivel egy PCR
soran a primer bekotddés specificitdsa bizonyos mértékig befolydsolhatd az anellacids
hémérséklet megvaltoztatasdval, a fent bemutatott, optimalis anelldciés hdmérsékleten
végzett kisérleteinket megismételtiik ugy is, hogy + 2 °C-kal médositottuk a beallitasokat.
Meéréseink alapjan az anellacios hdmérsékletek valtoztatdsa nem volt hatéssal a reakciok
specificitasara.

A fent ismertetett jelenség biologiai relevancidjat, a nem specifikus primerekkel torténd
PCR altal eredményezett esetleges mérési hibakat UUO-n atesett egerek vesemintajan
szemléltettiik. ~ Mintapopulacionkon  elsdként  kiilonb6zd, gyakran  hasznalt
referenciagének expresszidjat hataroztuk meg. Méréseink alapjan nem volt kiilonbség a
kontroll és UUO-s csoportok Rplp0, Hprt, Gapdh és Rn18s mRNS expresszio értékeiben
(11. abra). Méréseink alapjan a mintapopulacionkban az Rn18S mutatta a legstabilabb
expressziot, illetve legalacsonyabb szorast. fgy a tovabbi mérések soran a génexpresszios
adatokat az Rn18s hanyadosaként hataroztuk meg.

Kovetkezd 1épésként sajat tervezési ¢és irodalmi forrdsbol szarmazd primerek
segitségével meghataroztuk ugyanazon mintdk a-SMA ¢és B-aktin izoforméainak mRNS
expressziojat. A vesehegesedés egyik leggyakrabban hasznalt modelljében, az UUO-n
atesett egerek veséjében nagymértékli felszaporodasa figyelhetd meg az a-SMA pozitiv
fibroblaszt sejteknek [19]. Ennek megfelelden, méréseink alapjan UUO hatasara az egér
vesék Acta2 expresszidja mind a négy mérés alapjan fokozoddott, azonban a valtozés
mértéke 3- és 6-szoros kozott valtozott, attdl fiiggden, melyik primert hasznaltuk (12.
abra). Az eltérések hatterében a PCR-ek tobbi aktin izoformaval torténd keresztreakcioja

all. Az Actb esetén még szembetiindbb kiilonbségeket tapasztaltunk. Mig a sajat
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tervezésl, bizonyitottan specifikus mB-actinsp primerrel mérve (ugyantgy, mint a tobbi
referenciagén, az Rplp0, Hprt, Gapdh és Rn18s esetén) nem tapasztaltunk kiilonbséget a
kontroll és UUO-s csoportok mintai k6zott, addig az irodalmi primereket hasznalva 1,5-
2-szeres emelkedés volt megfigyelhet6 (13. abra). Feltételezésiinket, miszerint a fenti
PCR mérések soran tapasztalt Actb alpozitiv emelkedése hatterében a nem-specifikus
primerek tobbi izoformaval, kiilondsen a fibrotikus szdvetben tobbszordsére emelkedd
Acta2-val tortén6 keresztreakcid allhat, korrelacidés vizsgalataink eredményei is
alatdmasztottak. Adataink alapjan kozepes, illetve szoros pozitiv sszefiiggés van az
egyes mintakban mért alpozitiv Actb emelkedés mértéke és a minta Acta2 expresszioja
kozott (14. abra). Mindez azt jelenti, hogy amennyiben az UUO-s modelliinkben az
irodalmi B-aktin primereket hasznalnank referenciaként — ahogy a forrastanulmanyokban
ezt tették, akkor minden célgén esetén a valddi expresszid 50-75%-4t hatarozndnk meg
az UUO-s csoportban, hibasan. Ez nem csupan torzitana egy-egy gén kontroll csoporthoz
viszonyitott expressziovaltozasanak mértékét, de akar a valtozas irdnyat is modosithatja.
Miutan felmértiik problémafelvetésiink relevanciajat, illetve validaltuk az egér mintak
Acta2, illetve Actb mRNS expresszidjanak meghatarozasara fejlesztett PCR-einket,
tapasztalataink fliggvényében masik két, az alapkutatdsban leggyakrabban hasznalt
mintaforras, @ human, illetve a patkany mintakra alkalmas primereket is megterveztiik
(15. abra). Mesterséges DNS templattal végzett méréseink alapjan ezen reakciok is
izoforma-specifikusak, nem detektaltunk keresztreakciot a differencialni kivant aktin

oligonukleotidjaval (16. abra).
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5.2. 1L-24 szerepe a szoveti atépiilésben

Az elmult években az 1L-24 sebgyogyulas, illetve kronikus gyulladas folyamataban
jatszott szerepét szamos tanulmany felvetette [42]. Kutatocsoportunk kimutatta az 1L-24
fokozott expresszidjat colidkiaban [80], IBD-ben (nem publikalt adat), valamint CKD-
ban [81] szenvedd betegek szovetmintdin. Az IL-24 pontos biologiai funkciojat
kiilonboz6 in vitro és in vivo modellekben vizsgaltuk.

A bélszovet fiziologias struktirdja egy kényes egyensuly eredménye, hiszen a bélham
felszinén elhelyezkedd sejtek folyamatos ,,er6ziénak’ vannak kitéve. A lumennel hataros,
gyorsabban pusztul6 epitél sejteket a Lieberkiihn kriptak védett mélységében szaporodo,
majd a felszini régioba migrald sejtek potoljak [24]. Az epitél sejtek vandorlasat tamogatd
szilard felszint a szubepitelialis miofibroblasztok altal termelt bazalis membran biztositja
[82]. Coliakia soran fellépé kronikus gyulladds megzavarja az epitél sejtek és
fibroblasztok dsszehangolt miikodését, jellegzetes szovettani eltérést eredményezve, mint
amilyen a kripta hiperplazia és a boholyatrofia. Roncoroni és munkatarsai korabban
kimutattak, hogy mig az egészséges szovetmintakbol izolalt fibroblasztok hosszukas,
elnyult alakaak, addig a colidkias mintakbol szarmazo sejtek inkabb lepedészeriiek, a
sejtfelszini fehérjéik kor alakban rendezddnek, s a megvaltozott morfologidhoz csdkkent
motilitas tarsul [24, 25].

Az IL-24 — colidkia kapcsolatat célzo vizsgalataink soran egészséges bélszovetbdl izolalt
primer fibroblasztok sejtalakjat vizsgaltuk rekombinans IL-24 fehérjével valo kezelést
kovetden. A kisérletben pozitiv kontrollként TGF- kezelést alkalmaztunk, mely az egyik
legismertebb fibroblaszt stimulalé novekedési faktor, fokozva a sejtek motilitasat és
ECM-termelését [12, 83]. Az alapvetéen hosszikas alaka sejtekben az a-SMA
stresszrostok TGF-f hatasara még inkabb a sejtek hossztengelyével parhuzamosan
rendezédtek, mig IL-24 kezelés hatasara a sejtek lepeddszeri alakot vettek fel, és az
intracellularis rosthalozatuk kor-szertien rendez6dott at (17. abra/a, b). Génexpresszios
vizsgélataink alapjdn a morfologiai jelenség hatterében az sejtvaz strukturalis
komponenseinek valtozasa allhat, IL-24 kezelt sejtekben ugyanis fokozodott az a-SMA
(ACTA2), B-aktin (ACTB) és vimentin (VIM) strukturelemek, illetve a sejtadhézid
szabalyzasaban résztvevo cinkujj fehérje transzkripcios faktorok (SNAIL, SNAI2) mMRNS
expresszidja (17. abra/c). Mivel a fibroblasztok fontos szerepet jatszanak a sériilt

bélnyalkahartya reepitelizacios folyamataiban, feltételezhetd, hogy e megvaltozott
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fenotipus befolyasolhatja a szoveti atrendezodéssel jard betegségek, igy a coliakia
progresszidjat. Az 1L-24 szoveti gyogyulasra, hegesedésre gyakorolt hatasanak tisztazasa
azonban joval komplexebb feladat.

A fibroblasztokra gyakorolt direkt hatasa mellett eredményeink arra utalnak, hogy az IL-
24 kozvetett modon is fibroblaszt aktivaciohoz vezethet. Vese [81] és a bél (nem publikalt
adat) epitél sejteken kimutattuk, hogy az IL-24 kezelés fokozza a TGF-8, illetve PDGF-
B profibrotikus citokinek termelését. A citokin in vitro tapasztalt hatasainak ereddjét
kiilonboz6 allatmodelleken vizsgaltuk.

Az 1120rDb -/- egereken végzett vizsgalataink segitenek az IL-24 szerepének megértésében,
segitségiikkel valaszt kaphatunk arra, mi torténik a szoveti atrendezddés soran akkor, ha
a citokin receptora nem funkcidképes, igy az nem tudja ellatni feladatat.

Az IL-24 vesefibrozisra gyakorolt hatasat UUO-n atesett egereken vizsgaltuk. Egy
korabban megjelent tanulmanyunkban [84] kimutattuk, hogy jsziilott patkanyok
veséjében UUO hatasara a szoveti atrendezddés folyamatdban kiemelt szerepet jatszo
matrix metalloproteazok mellett az 1L-24 expresszidja emelkedett meg a legnagyobb
mértékben.

Elsodleges markerként az o-SMA mennyiségét hataroztuk meg a veseszovetben.
Modelliinkben e marker hasznalhatosagat és érzékenységét jol jelzi, hogy egészséges
veseszovetben szinte detektalhatatlan az a-SMA fehérje jelenléte (18. abra/a, ), csupan
az erek simaizomrétege expresszalja azt [19], azonban UUO hatasara erdteljes
miofibroblaszt akkumulaci6 figyelheté meg (18. abra/b, c), melyet a fokozott intersticialis
a-SMA immunopozitivitas IS bizonyit. Irodalmi adatok alapjan az intersticialis a-SMA
expresszid meértéke eldre jelezheti a kronikus veseelégtelenség progresszidjat, a
vesefunkcio romlasat [85, 86]. Az 1120rb -/- allatok veseszovetében kevésbé emelkedett
a-SMA fehérje (18. abra/c,d) és Acta2 (18. abra/e) mRNS szintet detektaltunk a 14 napos
WT csoporthoz viszonyitva, ami mérsékeltebb miofibroblaszt aktivaciora utal. Ezzel
Osszhangban, a szovettani festések alapjan a hegesedés mértéke enyhébb volt a 14. napon
az 1120rb -/- allatokban a WT csoporthoz képest (18. abra/f, g).

Az IL-24 citokinnek a bélmukédza szdveti atrendezddésére gyakorolt hatasat DSS-
indukalta kolitisz modellen, illetve lokalis, rekombinans IL-24 injekcioval torténd
kezelést kovetden vizsgéltuk. Ahogy az fluoreszcens mikroszkoppal késziilt képen jol

latszik, a kontroll egerekbdl kioperalt vastagbélszovet (a veseszovettdl eltéréen) erds a-
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SMA pozitivitast mutat, foként a korkords és hosszanti simaizomrétegének kdszonhetden
(19. abra/a). Ennek megfeleléen Western blot analizis soran az egészséges bélszovetben
esetén is erds jelet detektalunk (19. abra/b, ¢). A robosztusnak szamitd, 19 napos DSS-es
modell esetén fehérjeszinten egy (a veseszdvet esetén tapasztalthoz képest) kismértéki
a-SMA novekedést tapasztaltunk a WT allatokban, mely az 1120rb -/- allatokon nem volt
megfigyelhet6 (19. abra/b, d). Ez az eredmény Gsszhangban van az UUO-s modellen
tapasztalttal, miszerint az 1120rb -/- fenotipus antifibrotikus tulajdonsaggal bir. Mindezt
az is alatamasztja, hogy a bélszovet alacsonyabb o-SMA fehérjeszintje mérsékeltebb
profibrotikus génexpresszios profillal tarsult (19. abra/f).

Az 1120rb -/- allatokon végzett kisérletek kiegészitéseként WT egerek bélszovetét lokalis,
rekombinans IL-24 injekcioval kezeltilk. Western blot mérésiink alapjan az a-SMA
fehérje mennyisége nem valtozott a kezelés hatdsira, azonban génexpresszids szinten
kétszeres Acta2 mRNS mennyiséget detektaltunk (19. abra/e). Ezzel egybevagoan, az IL-
24 kezelt egerek bélszovetében fokozott expressziot tapasztaltuk az ECM strukturalis
elemeket (Collal, Col3al, Fnl), illetve a szilard kotészoveti struktira kialakitasaban
részt vevé enzimeket (Mmp2, Mmp9, Timpl, Timp2) kodoldé gének esetén, ami
megndvekedett szoveti fibroblaszt mennyiségre, és/vagy aktivitasra utal (19. dbra/g). Ugy
gondoljuk, hogy fehérjeszinten a bélszovet muscularis externa és muscularis mucosae
rétegébdl adodo erds a-SMA alapjel elfedheti a kisebb mértékii emelkedést a kevésbé
robosztus modellek esetén. Egy specifikus, jol bedllitott PCR segitségével azonban
meghatarozhatjuk az Acta2 mRNS expressziot, amely az irodalmi ismereteink szerint
(egy stabil, hosszu ¢életidejli fehérje esetén, mint amilyen a simaizomszovetben talalhatd
a-SMA) az Ujonnan termelddd fehérjemennyiséggel, esetiinkben az felszaporodo
fibroblasztok mennyiségével és aktivaciojaval jol korrelal [6, 10, 11, 87]. Igy az Acta2
mRNS expresszido meghatarozasa fontos és érzékeny eszkoztara a szoveti atrendezddés,
illetve hegesedés vizsgalatanak.

Osszefoglalva tehat a fejezetben ismertetett eredményeink arra utalnak, hogy a IL-24
citokin felelds a fibroblasztok fokozott szaporodasaért, azok aktivaciojaért a sériilt
szovetben (27. abra). A modellek mindegyike esetén fontos szerepet kapott az a-SMA,
mint biomarker, mely expresszids, lokalizacids, vagy €pp orientacios jellemzodivel jarult

hozza a vizsgalt citokin szerepének megértése érdekében.
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27. abra. Az IL-24 citokin szoveti atrendez6désben betoltott szerepének altalunk
feltételezett mechanizmusa. Eredményeink alapjan a gyulladas, illetve sériilés hatasara
aktivalodoé immunsejtek altal termelt 1L-24 kozvetleniil a miofibroblasztok aktivaciojat
serkentve, illetve kozvetleniil, az epitél sejteken profibrotikus faktorok termelésén

keresztiil fokozza a kollagénben dus extracellularis matrix (ECM) lerakodésat.
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5.3. PARK?7 szerepe a bélmukoza oxidativ karosodasaban coliakia soran

Az oxidativ stressz, illetve az annak kovetkeztében karosoddo makromolekulak
intracellularis felhalmozodasa fontos szerepet jatszik a coliakidban szenvedd betegek
bélnyalkahartyajanak romlé funkcidjaban, permeabilitasanak fokozodasaban [88-90].
Moretti és munkatarsai korabban kimutattak, hogy a coliakias betegek plazmajanak ROS-
szintje szoros korrelaciot mutat az intesztinalis gyulladas mértékével [27].
Tanulményukban a betegek szérum antioxidans kapacitdsanak rutinszerti monitorizalasat
javasoljak a gluténmentes diéta sikerességének nyomonkovetése céljabol.
Kutatécsoportunk 2014-ben megjelent kozleményében fokozott PARK7 expressziot
mutatott ki coliakiaban szenvedd gyermekek vékonybél nyalkahartyajaban [91]. A
PARK?7 egy kozel minden sejtben megtaldlhatd antioxidans fehérje, melynek fontos
szerepe foként neurodegenerativ megbetegedések kapcsan ismert [51]. A gyulladasos
folyamatok soran karosodo bélham integritasanak fenntartasaban, az epitél sejtjeinek
oxidativ karosodasanak kivédésében jatszott szerepe azonban ezidaig nem tisztazott.
Vizsgalataink soran - korabbi eredményeinkkel Gsszhangban [47], erbteljes PARK7
jelenlétet mutattunk ki colidkias betegek vékonybelének epitél sejtjein, illetve a
vékonybél eredetii FHs74Int sejtvonalon (20. abra). Ennek megfelelden kisérleteink soran
FHs74Int sejteken oxidativ stressz indukciot kovetden vizsgaltuk a PARK7 szerepét a
mukozalis integritas fenntartasaban. Tanulmanyunk soran Comp23-mal, egy a PARK7-
hez k6t6d6 hatoanyaggal fokoztuk a fehérje aktivitasat, melyet Kitamura és munkatarsai
fejlesztettek [92, 93]. Az altaluk feltart hatasmechanizmus alapjan a hatdanyag a PARK7
C106 cisztein oldallancahoz kotdédve oOvja a fehérjét az irreverzibilis oxidativ
karosodastol, megorizve ezaltal annak antioxidans funkciojat.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a Comp23 kezelés mérsékelte a H2O: altal
kivaltott intracellularis ROS akkumulaciot az epitél sejteken (21. abra/a, b).
Eredményeink Osszhangban 4allnak kordbbi tanulmanyokkal, melyek szerint a
rekombinans PARKY7 fehérjével torténd kezelés mérsékelte az oxidativ stressz indukalta
ROS felhalmozddast idegsejteken [94, 95]. Emellett az is ismert, hogy a PARK7 hianya
szamos sejttipusban fokozott ROS akkumulaciot eredményez [96-98]. Mindezek alapjan
a PARK?7 fontos szerepet jatszhat a sejtek oxidativ stressz elleni védekezésében.
Génexpresszios vizsgalataink alapjan a Comp23 antioxidans hatdsanak hatterében az all,

hogy a hatéanyag fokozta az eritroid eredetii 2-es tipusu nuklearis faktor 2-szerti faktor 2
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(NRF2) expresszidjat, mely az antioxidans védelem egyik kdzponti regulatora [99]. A
Comp23 kezelés fokozta a H202 kezelt FHs74Int sejten az NRF2 transzkripcios faktor
targetjeinek, mint amilyen a hem-oxigenaz (HMOX1), NAD(P)H:kinon oxidoreduktaz 1
(NQO1), tioredoxin (TRX1), illetve gamma-glutamil cisztein szintetaz (GCLC)
irodalmi adatokkal kiegészitve, miszerint a PARK?7 transzkripcids faktor (koztiik NRK2)
stabilizal6 hatassal bir [100], arra kovetkeztethetiink, hogy a Comp23 antioxidans hatasa
hatterében a PARK7-NRF2 utvonal aktivacidja allhat.

A sejtek redox allapotaban tapasztalt javuldsaval parhuzamosan a Comp23 kezelés
javitotta azok oxidativ koriilmények kozti életképességét (22. abra/a, b). Hasonld
eredményrdl szamolt be Kitamura munkacsoportja neuronsejtek kapcsan, amikor is
elsdként mutattdk ki a PARK7-k6t6 hatéanyag protektiv hatdsit H2O»-indukalta
sejthalallal szemben [92, 93]. Génexpresszids vizsgalataink a Comp23 citoprotektiv
hatasa hatterében - a redox statusz javitasa mellett, a hatdéanyag altal fokozott tumor
antigén p53 (TP53) mMRNS expresszidja allhat. A p53 az NRF2-h6z hasonléan a cellularis
stresszvalaszban fontos szerepet jatszd, kozponti transzkripcios faktor, mely a
sejtosztodas, illetve programozott sejthalal szabalyzasaban, a karosodott DNS javitasaban
vesz részt [101, 102]. Ezzel dsszhangban méréseink azt mutattak, hogy az epitél sejtek
Comp23 kezelése fokozta az ismerten p53-targetek [103], igy a proliferalo sejt nuklearis
antigén (PCNA), p21 ciklindependens kinaz (CDKN1A), valamint a B-sejt limfoma
protein 2 (BCL2) és BCL2-asszocialt X protein (BAX) apoptozis regulatorok elemeket
kodold gének expresszidjat (22. abra/c). Eredményeink jol illeszkednek azon irodalmi
ismeretek kozé, miszerint a PARK7 oxidacios allapotatol fliiggéen képes szabalyozni a
p53-p21 Gtvonalat [104].

Kovetkez6 kisérleteink soran arra kerestiik a valaszt, hogy a PARK7 miképp jatszhat
szerepet a coliakias betegek bélnyalkahartya integritasanak fenntartasaban. A duodenalis
biopsziakbol késziilt metszeteket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a betegekbdl szarmazé
mintdk epitél sejtjeinek komoly mértékben karosodott a sejtvazuk. Mig az egészséges
mintdkon az aktin festés megtarott struktirdt mutatott az epitél sejtek felszinén,
konturszertien jelolve azok hatérait, addig a gyulladt szovetbdl szarmazé minték diffaz,

szemcsés festddést mutattak (23. abra/a).
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Hasonl6 jelenséget tapasztaltunk doudenalis epitél sejteken oxidativ stressz indukciot
kovetden. A kétdimenzids sejtkultiran az egészséges sejtvazat a jellegzetes, szélas
festédésti aktin rosthalozat jelzi, azonban H2O2 kezelés hatasara a rostok szétesnek, és
intracellularis aggregatumokat képeznek (23. abra/b). Ezzel parhuzamosan oxidativ
stressz hatasara sejtadhézios karosodas is megfigyelhetd, amit jol jelez a zonula occludens
(ZO-1) sejtkapcsold struktura sejtvazol torténd disszociacidja (24. abra/a). Emellett
csokkent a sejtadhézidos molekulakat kodold gének, igy a zonula occludens (ZO1), e-
cadherin (CDH1), vinculin (VCL) és B-integrin 5 (ITGB5) mRNS expresszidja (24.
abra/b). Irodalmi adatok alapjan az intracellularis makromolekuldk oxidativ stressz
hatdsara strukturalis, illetve funkcionalis valtozdsan mennek &t, a fiziologidsan
filamentaris, a sejtvazat alkot6 aktin depolimerizalddik, s ez a rosthélozat sszeeséséhez
vezet [105]. Az aktin amellett, hogy jelentds szerepe van a sejtalak, illetve -szerkezet
kialakitasaban, a sejtadhézidés molekulakat intracellularis résziikkhdz kapcsolodva a sejt
membranjahoz rogziti, igy cadherineket, tight junction és fokalis adhézids fehérjéket
[106, 107]. Ez a rendszer biztositja a sejtek egymashoz, illetve kotészoveti felszinhez
az el6bbiekben ismertetett sejtvaz ¢és -adhézids karosodas all a coliakia soran fellépd
szOvettani valtozasok, s igy a bélham megvaltozott barrierfunkcidjdnak hatterében is
[110].

Eredményeink alapjan a Comp23 kezelés normalizalta a sejtadhézidos molekuldk
expresszidjat (24. abra/b), s6t, meglrizte az aktin sejtvaz-sejtadhézios komplex
egészségeshez kozeli allapotat az oxidativ karosodasnak kitett epitél sejteken (24. abra/a).
A kovetkezokben arra kerestiilk a valaszt, hogy a Comp23 sejtes koriilmények kozt
tapasztalt protektiv funkcidja valoban befolyasolja-e a bélham integritasat. Ex vivo
kisérletiink soran vékonybél preparatumokat vizsgaltunk H20: kezelést kovetden. Az
egér bélszovet immunfluoreszcens festése alapjan az oxidativ kezelés a colidkias betegek
mintajahoz hasonlo sejtvazkarosodast eredményezett (25. dbra). Az intesztinalis zsakok
barrierfunkciojat evans kék, egy membran impermeabilis festék segitségével kovettiik
nyomon (26. abra). Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a kontroll egerekbdl
szarmazd preparatumok permeabilitasa H202 hatasara fokozodott, felgyorsult a festék
kioldédasa. A Comp23 hatéanyaggal kezelt allatokbol szdrmazd szovet

ateresztoképessége azonban még orak elteltével is jelentésen alacsonyabb maradt, mind
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a kezeletlen, mind a H202-kezelt csoportokban. Eredményeink alatamasztottak in vitro
tapasztalatainkat, a Comp23 kezelés nagymértékben javitotta a vékonybél zsdkok
integritasat.

Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a PARK7 fontos szerepet jatszik a
bélham oxidativ stressz elleni védekezésében, integritasanak fenntartasaban (28. abra).
Mivel a bélham barrierfunkcidjanak egyiitt jar a bél lumenben talalhatd immunogén
anyagok, igy a gliadin vagy a bélbaktériumok lamina propridba torténd fokozott
penetracidjaval, tovabb stlyosbitja a colidkiaban szenved6k mukozalis gyulladasat [106,

110]. Az intesztinalis barrier funkcido megdrzése tehat potencialis terapias célpontként

szolgalhat a coliakias betegek gyulladasgatld kezelése soran.
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28. abra. A PARKY7 bél epitél sejtek antioxidans védelmében betoltott szerepének
altalunk feltételezett mechanizmusa. Eredményeink alapjan a PARK7 fehérjéhez
kotédé Comp23 hatdéanyag az NRF2 utvonalon keresztiil fokozta antioxidans molekulak
expressziojat, normalizalta a sejtadhézios molekulak (CAM) allapotat, illetve aktivalta a
P53-hoz kdthetd sejtciklusszabalyzok termelését. Ezaltal mérséklodott az epitél sejtekben
az oxidativ stressz hatasara megfigyelhet6 a reaktiv oxigéngyokok (ROS) akkumulacidja,
a sejtadhézios molekulak és a sejtvaz karosodasa, illetve sejthalal, mely folyamatok a

bélham barrierfunkcidjanak drasztikus csokkenéséhez vezetnek.
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6. Kovetkeztetések

PhD munkam soran a szdveti atrendez6dés sejtes és molekularis mechanizmusait
vizsgaltam. A megfogalmazott kérdések megvalaszolasdban kiemelt szerepet kaptak az

aktin molekulaval kapcsolatos kisérletek. Eredményeink alapjan elmondhato:

e Sikeriilt bizonyitottan specifikus, az alap- ¢és preklinikai kutatdsok soran
leggyakrabban hasznalt, human, egér és patkdny eredetli mintdk aktin
expressziojanak analizisére alkalmas PCR primereket tervezni, illetve reakciokat
optimalizalni.

e QGyakran alkalmazott experimentalis modellen szemléltettilk, hogy az -
irodalomban is gyakran alkalmazott - aspecifikus aktin primerek hasznalata
szignifikansan torzitja a génexpresszios mérések eredményeit.

e In vitro eredményeink alapjan az IL-24 az aktin stresszrostok atrendezédéséhez,
a miofibroblaszt sejtek morfologiai valtozasahoz vezet.

e Invivo eredményeink alapjan az IL-24 szerepet jatszik a vese- és bélszovet szoveti
atrendez6désében, hozzajarulva a  miofibroblasztok  talzott  mértéki

e In vitro eredményeink alapjan a PARK?7 szerepet jatszik a bél epitél sejtjeinek
oxidativ stresszel szembeni védekezésében, mikozben fokozza az antioxidans
elemek expressziojat, gatolja az aktin sejtvaz, illetve a sejtkapcsold strukturadk
karosodasat, valamint mérsékli a sejthalalt.

e EX vivo eredményeink alapjan a coliakias betegek bélszovetében a PARK7 a
bélham integritasanak fenntartasaban, barrierfunkcidjanak megdrzésében fontos

szerepet jatszik.
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7. Osszefoglalas

Szoveti atrendezddés soran egy meghatarozott funkcioval rendelkez6 szovet valamilyen
behatas, példaul gyulladas vagy maés karosodds hatdsara ideiglenesen vagy tartdsan
strukturalis és funkcionalis valtozason megy keresztiil. A folyamat kulcsszerepldi az
epitél sejtek, valamint az extracellularis matrixot termelé miofibroblasztok, amelyek o-
SMA stresszrostjuknak koszonhetden erdteljes kontrakciora képesek.

PhD munkam soran a szoveti atrendezddés pontosabb molekularis ¢és sejtes
mechanizmusanak megértését tliztem ki célul. A kronikus gyulladéssal jard betegségek
kapcsan leirt IL-24, illetve a kutatocsoportunk altal korabban colidkias mintakon
kimutatott PARK7 molekulak bioldgiai szerepét in vitro, ex vivo és in vivo kisérletekben
vizsgaltam. Az alkalmazott molekularis biologiai mddszerek sordban kiemelt szerepet
kapott az aktin, mint a témaban megkeriilhetetlen marker.

Els6ként kimutattuk, hogy a kiilonboz6 aktin, igy a miofibroblaszt sejtek markereként
hasznalt a-SMA ¢és a referenciagénként alkalmazott 3-aktin izoformak génexpresszioinak
kimutatasa kiemelt figyelemmel tervezett PCR méréseket igényel a keresztreakciok, s igy
a mérési torzitas elkeriilése érdekében. Mivel tapasztalataink szerint a szakirodalom nem
fordit kelld hangsulyt a problémara, experimentalis modelleken szemléltettiik a
potencialis hibaforras relevanciait. Emellett az alapkutatasokban leggyakrabban
alkalmazott, human, egér, valamint patkédny eredetii mintdk aktin expresszidinak
meghatarozasara alkalmas PCR modszereket allitottunk be és validaltunk.

Vese- és bélhegesedés experimentalis modelljein kimutattuk, hogy az 1L-24 szerepet
jatszhat a szdveti atrendez6dés mechanizmusaban. Sejtes koriilmények kozott az 1L-24 a
miofibroblaszt sejtek morfologiai atalakulasat eredményezte, szdveti szinten
megemelkedett mennyisége pedig miofibroblaszt akkumulacidhoz és fokozott ECM
termeléshez vezetett. Ezzel parhuzamosan az 1L-24 receptorara vonatkozoan génkiiitott
allatokban mérsékeltebb a miofibroblasztok, illetve a kollagénben das kotdszovet
feldusulasa indukciot kovetden.

Egy, a PARK?7 fehérjéhez kotodd hatdanyag segitéségével bebizonyitottuk, hogy a
PARKY7 szerepet jatszik a bél epitél sejtjeinek oxidativ stresszel szembeni védekezésében,
mikdzben fokozza az antioxidans elemek expresszidjat, gatolja az aktin sejtvaz
karosodasat, valamint mérsékli a sejthalalt, ezaltal hozzajarulva a bélham integritasanak

fenntartasaban, barrierfunkciojanak megdrzésében.
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8. Summary

During tissue remodeling, the injured tissue undergoes temporary or permanent structural
and consequently functional changes. In this process beside epithelial cells,
myofibroblasts are key players due their ability to produce ECM and to contract via a-
SMA stress fibers.

In this dissertation | aimed to investigate the cellular and molecular mechanism of tissue
remodeling. The biological role of IL-24, described in connection with chronic
inflammatory diseases and PARKY7 molecules, previously detected by our research group
in celiac samples was investigated in in vitro, ex vivo and in vivo experiments. In our
experiments, the determinant role of actin involved in several cell functions was
demonstrated.

We developed a set of carefully designed PCR primer pairs to determine the expression
of mouse, human and rat a-SMA and B-actin without cross reactions with other actin
isoforms. Our study also gives an experimental explanation, how the improper primer
design can alter the results of related measurements due their unspecific binding of to the
various actin isoforms.

Our results on the experimental models of renal and intestinal fibrosis showed, that IL-
24 plays a determinant role in the pathomechanism of tissue remodeling. I1L-24 caused
significant alteration in myofibroblast morphology in vitro, moreover its increased
presence led to increased myofibroblast accumulation and ECM production in vivo.
Similarly, the absence of the functional receptor of I1L-24 resulted in moderated tissue
fibrosis in KO mice.

Using a PARK7-binding compound we demonstrated that PARKY7 plays a role in the
defense of intestinal epithelial cells against oxidative stress via increasing the expression
of antioxidant elements, moderating the disruption of actin cytoskeleton and supressing
cell death. All these processes contribute to the maintenance of mucosal integrity and the
barrier function in the small intestine, suggesting the importance of PARK as a possible

drug target in the future.
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