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Rövidítések jegyzéke 

BAX BCL2-asszociált X protein 

BCL2 B-sejt limfóma protein 2 

bp bázispár 

CDKN1A p21 ciklin dependens kináz 

CDS kódoló 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 diacetát 

DMEM Dulbecco által módosított Eagle-médium 

DMSO dimetil-szulfoxid 

DSS dextrán szódium szulfát 

ECM extracelluláris mátrix 

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav 

EGF epidermális növekedési faktor 

FI fluoreszcencia intenzitás 

FBS magzati borjú szérum 

GCLC gamma-glutamil cisztein szintetáz 

HMOX1 hem-oxigenáz 

IBD gyulladásos bélbetegség 

IL- interleukin- 

KO génkiütött („knock out”) 

LDH laktát dehidrogenáz 

NRF2 eritroid eredetű 2-es típusú nukleáris faktor 2 

NQO1 NAD(P)H:kinon oxidoreduktáz 1 

PARK7 Parkinson’s disease 7 

PBS foszfát-pufferes sóoldat 

PCNA proliferáló sejt nukleáris antigén 

PCR polimeráz láncreakció 

PDGF-B vérlemezke eredetűnövekedési faktor B 

pdMF primer duodenális miofibroblaszt 
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PI propídium-jodid 

ROS reaktív oxigén gyökök 

TGF-ß transzformáló növekedési faktor béta 

TP53 tumor antigén p53 

TRX1 tioredoxin 

UUO unilaterális uréter obstrukció 

WT vad típusú 

α-SMA alfa simaizom aktin 
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1. Bevezetés 

1.1. Szöveti átrendeződés 

1.1.1. Szöveti átrendeződés patomechanizmusa 

A szöveti átrendeződés alatt egy jól differenciált, meghatározott funkcióval bíró szövet 

strukturális megváltozását értjük. A szöveti átrendeződés két csoportba osztható. A 

fiziológiás átrendeződés, mely elsősorban az embriogenezis során figyelhető meg, egy 

normális, endogén mechanizmus, mely többnyire az érintett szövet funkciójának 

megváltozásával jár [1]. Ezzel szemben a patológiás átrendeződést külső inger váltja ki, 

jellemzően egy sérülés vagy betegség szövődményeként [2]. Jelen tanulmány 

középpontjában ez utóbbi típusú szöveti átrendeződés áll. 

A kiváltó októl, az érintett szervtől függetlenül a folyamat patomechanizmusa szervezet 

szerte egységes képet mutat [3]. A kóros szöveti átrendeződés folyamatát számos tényező 

aktiválhatja, ilyen a gyulladás, fertőzés, autoimmun reakció, toxin, sugárzás vagy 

mechanikai sérülés következtében kialakuló szövetkárosodás. A károsodó sejtekből 

gyulladásos mediátorok szabadulnak fel, melynek hatására a sérülés környékén 

vazodilatáció, fokozott érpermeabilitás, és a miofibroblasztok aktivációja figyelhető meg 

[1, 2].  

A miofibroblasztok a szöveti átrendeződés kulcsfontosságú szereplői. A sejttípus 

eredetéről számos kísérletes bizonyíték, teória és ezzel együtt ellentmondás található az 

irodalomban [4, 5] (1. ábra). Legvalószínűbb elmélet szerint nyugvó állapotú 

fibroblasztok profibrotikus citokinek, például transzformáló növekedési faktor béta 

(TGF-ß), illetve vérlemezke eredetű növekedési faktor (PDGF) hatására 

differenciálódnak miofibroblasztokká [6-9]. A miofibroblasztok, ahogy arra nevük is arra 

utal, két sejttípus jellegzetes tulajdonságait hordozzák. Izomsejtekhez hasonlóan (mio-) 

erőteljes kontrakcióra képesek az αsimazom-aktin (α-SMA) sejtvázalkotó komponensüknek 

köszönhetően, melyet a sejttípus elsőszámú biomarkereként ismerünk [10, 11]. Emellett 

a fibroblaszt sejtekhez hasonlóan extracelluláris mátrix (ECM) komponensek (pl. 

kollagének, fibronektinek, integrinek) (2. ábra), illetve a szilárd kötőszöveti struktúra 

kialakításához szükséges enzimek (mátrix metalloproteázok (MMP), illetve ezen 

enzimek szöveti inhibitorai (TIMP)) termelésére képesek, valamint fokozott proliferációs 

készséggel bírnak [12].  
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1. ábra. Miofibroblasztok lehetséges eredetéről számos elmélet létezik a 

szakirodalomban. A legvalószínűbb teória szerint nyugvó fibroblasztok aktivációjakor 

jönnek létre, de feltételezhetően más sejttípusok differenciálódása révén is 

keletkezhetnek. (Saját ábra [13]) 

 

A szöveti sérülés hatására aktiválódó miofibroblasztok a károsodott epitél- illetve endotél 

sejtekkel együtt MMP enzimek termelésével bontják meg nem-sejtes szöveti állományt, 

az ECM-et, megkönnyítve ezzel az immunsejtek infiltrációját a kitágult, fokozott 

permeabilitással bíró erekből [14]. A szövetbe jutó immunsejtek elsődleges feladata az 

immunogén szöveti törmelékek, az elpusztult sejtek, illetve az idegen organizmusok 

(baktériumok) eltávolítása. Ezt követően az immunsejtek által termelt citokinek, 

kemokinek indítják el a regenerációs folyamatot, mely célja a funkcióképes szövet 

visszaépülése [2]. A miofibroblasztok - fokozott proliferációs és migrációs készségüknek 

köszönhetően - a sérülés helyén felszaporodva igyekeznek helyreállítani a megbomlott 

szöveti struktúrát. Az ECM komponensek, MMP és TIMP enzimek termelésének kényes 

egyensúlyával alakítják ki azt a kötőszöveti alapot, mely a reepitelizációt biztosítja [14]. 
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2. ábra. Az extracelluláris mátrix (ECM) összetétele. Az ECM legfőbb komponensei 

közé a kollagénrostok, a glikoproteinek, mint amilyen fibronektin, valamint 

proteoglikánok sorolhatók. Sejtfelszínen található transzmembrán fehérjékhez, például 

integrinhez kötődhetve befolyásolhatják a sejtek működését. (Saját ábra [13]) 

 

A fent említett folyamat precízen szabályozott, célja az eredeti szöveti struktúra 

helyreállítása. Abban az esetben, ha a miofibroblasztok aktivációt kiváltó faktorok 

tartósan jelen maradnak (pl. krónikus gyulladás esetén), felborul a kötőszövet felépülése 

és bontása közti kényes egyensúly [15]. A hegszövet túlzott mértékű feldúsulása gátolja 

a funkcióképes szövet visszaalakulását, és ez az érintett szerv funkciójának 

csökkenéséhez, súlyosabb esetben elvesztéséhez vezethet [7]. Egyes becslések szerint a 

fejlett nyugati világban történő halálesetek 45%-ának hátterében fibrotikus elváltozások 

fedezhetők fel [2].  

1.1.2. Kóros szöveti átrendeződés a vesében 

A különböző eredetű krónikus vesebetegségek (CKD) a világ lakosságának 

hozzávetőlegesen 10-15%-át érintik [16, 17].  A CKD során a vese hegesedése végül, 

vese működésének súlyos beszűküléséhez, végstádiumú veseelégtelenséghez vezet [18]. 

A leggyakoribb kiváltó okok közül kiemelkedik a cukorbetegség és a magas vérnyomás, 
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autoimmun reakciók, de különböző mutációk, virális és bakteriális infekció, trauma, 

hipoxia, toxikus hatás következtében is kialakulhat a veseszövet hegesedése [19]. A 

hegesedés szövettani képe a vese primer betegségtől függően változhat, érintheti a 

tubulointersticiális teret, a glomerulusokat és az ereket [20, 21]. Jelenleg a végstádiumú 

veseelégtelenség lehetséges terápiájaként vesepótló kezelés, mint a dialízis vagy a 

vesetranszplantáció jön szóba [17].  

1.1.3. Kóros szöveti átrendeződés a bélben 

A bélhám jellegzetessége, hogy a béllumen felől folyamatos mechanikai, biológiai és 

kémiai ingereknek van kitéve, emiatt a sejtek károsodása és regenerációja egy állandóan 

jelen lévő folyamat. Emiatt az egészséges bélszövetben is állandó a miofibroblasztok 

jelenléte, melyek a reepitelizációhoz nélkülözhetetlen bazális membrán komponenseit 

termelik [13] (3. ábra).  

Számos bélrendszeri megbetegedéshez társul kóros szöveti átrendeződés. A legismertebb 

talán ezek közül a gyulladásos bélbetegség (IBD)-asszociált hegesedés, de az irradiációs 

enteritisz, krónikus ischaemiás enteritisz, vagy cisztás fibrózis is eredményezheti a bélfal 

hegesedét. A gasztrointesztinális tályogok és fekélyek szintén a kóros szöveti 

átrendeződés eredményei, hasonlóan a cöliákia jellegzetes szövettani elváltozásaihoz, 

mint a boholyatrófia vagy a hiperplázia [22, 23]. Érdekes, hogy bár a cöliákiára nem 

jellemző a hegesedés tipikus folyamata, a betegség során nagyfokú, funkciócsökkenéssel 

járó átalakulás látható a bélmukózában, amely hátterében többek közt abnormális bazális 

membrán struktúrát és miofibroblaszt működést írtak le [13, 24, 25].  

A bélmukóza károsodásában kiemelkedő szerepet játszik az oxidatív stressz, illetve az 

epitél sejtek antioxidáns védekezőképessége közti egyensúly felbomlása [22]. A 

bélhámba infiltrálódó immunsejtek által termelt oxigén- és hidroxilgyökök az 

immunogén anyagok mellett az epitél sejteket is károsítják, de egyes, a tápcsatornában 

levő anyagok (pl. gliadin) közvetlenül is kiválthatnak oxidatív stresszt [26]. A bélmukóza 

károsodásának hatására romlik a bélhám barrier funkciója is, ami az immunogén 

anyagok, kórokozók penetrációjának fokozódásához, és a gyulladás progressziójához 

vezet. Az oxidatív stressz fontosságát jól jelzi, hogy a betegek mintáin mért antioxidáns 

kapacitás jól korrelál a gyulladással járó bélbetegségek progressziójával, legyen szó IBD-

ről, vagy cöliákiáról [27-29].   
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A bélhám kóros átépülése súlyos következményekkel jár. A nem megfelelő reepitelizáció 

a funkciócsökkenés miatt felszívódási zavarokhoz, gyerekkorban fejlődési zavarokhoz 

vezet, de a bélhám integritásának csökkenése krónikus gyulladás kialakulását is 

progrediálja. A hegesedés a bélfal megvastagodásához, passzázszavarhoz, súlyosabb 

esetben strictura kialakulásához vagy bélelzáródáshoz vezethet [23]. Mivel napjainkban 

nem létezik megfelelő antifibrotikus terápia, egyetlen lehetőségként szükségessé válhat 

az érintett bélszakasz műtéti úton való eltávolítása is. A Crohn betegségben szenvedők 

75%-a élete során legalább egyszer átesik a bélrendszerét érintő sebészeti beavatkozáson 

[30]. 

 

3. ábra. Sematikus ábra a bélszövet szerketéről. Az epitél sejtek alatti rétegben 

elhelyezkedő miofibroblasztok biztosítják a bazális membránt alkotó molekulák 

folyamatos termelését, amely a bélhám regenerációjának az alapja. (Saját ábra [13])  
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1.2. Aktinok 

Az aktin fehérjék számos sejtfunkció nélkülözhetetlen elemei, ilyen a sejtosztódás, az 

alak- és helyváltoztatás, sejtkapcsolatok kialakítása, mikroorganellumok koordinálása és 

rögzítése. Bár az aktinokról az irodalomban gyakran egyszerűen „az aktin”-ként 

beszélnek, valójában egy jól konzervált, hat különböző fehérjét magába foglaló 

fehérjecsaládról van szó. A különböző aktin izoformákat külön gének kódolják, az egyes 

fehérjék közti különbség már-már elenyésző. A két legkevésbé hasonló aktin 

aminosavszekvenciája is 93%-ban megegyezik, ennek ellenére biológiai funkciójuk jól 

elkülöníthető, egymás szerepét nem, vagy csak részben helyettesíthetik [31]. 

Az aktinok többféle szempont szerint csoportosíthatóak (1. táblázat). Az egyes izoformák 

izoelektromos pontjuk, tehát a fehérjék struktúrája szerint, bázikusságuk alapján sorolva 

α-, ß-, illetve γ-aktinok lehetnek. Szöveti jelenlétük szerint izom- és citoplazmatikus 

formát különböztethetünk meg [32]. Monomer formában az aktin fehérjék globuláris 

negyedleges szerkezetűek (G-aktin), polimerként fibrillumokat alkotnak (F-aktin). A két 

forma közti átmenet reverzibilis folyamat, azonban a legtöbb ismert biológiai funkció az 

F-aktinhoz köthető, így annak depolimerizációja (többek közt oxidatív stressz hatására) 

funkcióvesztéssel jár.  

 

1. táblázat. Aktin izoformák csoportosítása, főbb jellemzői. F: fibrilláris negyedleges 

szerkezet; G: globuláris negyedleges szerkezet 

Gén Fehérje Bázicitás 
Szöveti 

funkció 

Jellemző szövet, 

sejttípus 

Funkcionális 

forma 

ACTA1 αvázizom-aktin α izom vázizom F 

ACTA2 αsimaizom-aktin α izom 
simaizom, 

miofibroblaszt 
F 

ACTB ß-aktin ß citoplazma minden sejt F, G 

ACTC αszívizom-aktin α izom szívizom F 

ACTG1 γcitoplazmatikus-aktin γ citoplazma minden sejt F, G 

ACTG2 γsimaizom-aktin γ izom bélrendszer simaizma F 
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1.2.1. Izom aktinok 

Az izomszövetekben előforduló izoformák, az αsimaizom- (α-SMA, melyet az ACTA2 gén 

kódol), αszívizom- (ACTC), αvázizom- (ACTA1) és γsimaizom- (ACTG2) aktinok  – ahogy arra 

nevük utal, főként speciális izomszövet sejtjeiben expresszálódnak [32]. Az α-SMA 

simaizomsejtek mellett miofibroblasztokban fejeződik ki, jellegzetes stresszrost hálózatot 

alkotva [6]. Az izom aktinok stabil fibrillumokként polimerizálódnak, amelyek miozinnal 

komplexet képezve erőteljes kontrakcióra képesek. Ezen formák biztosítják az 

individuális sejtek összehúzódását, motilitását, alakváltozását, sejtcsoportként pedig az 

izomszövet összehúzódó képességét [31].  

1.2.2. Citoplazmatikus aktinok 

A citoplatmatikus aktinok közé tartozik a ß- (ACTB), illetve a γcitoplazmatikus- (ACTG1) 

aktin, melyek minden sejtben megtalálhatóak, a sejtváz legfőbb alkotóelemeinként 

ismerjük őket [31, 32]. Ezen izoformák filamentáris alakja kevésbé stabil, 

polimerizációja-depolimerizációja az izom aktinokhoz képest jóval dinamikusabb 

folyamat. Bár struktúrelemkénti funkcióját filamentáris formában tudja ellátni, az F-G 

formák közti átalakulás számos intracelluláris folyamat alapja, mint amilyen a kromatin 

átrendeződés, nukleáris transzport, vagy a mikrofilamentumok és -tubulusok működése 

[33]. Stabil expressziójuknak köszönhetően gyakran használják molekuláris biológiai 

módszerek referencia elemeként mind fehérje, mind génexpressziós mérések esetén [34]. 

 

1.3. IL-24 

Az interleukin 24 (IL-24) az IL-10 citokincsalád, azon belül az IL-20 alcsalád tagja [35]. 

Fő forrásaiként az immunsejteket azonosították, de kimutatták, hogy epitél sejtek, illetve 

fibroblasztok is termelhetik [36, 37].  

Biológiai hatását az IL-20RA/IL-20RB, illetve IL-22RA/IL-20RB heterodimer 

receptorokon keresztül fejheti ki, melyet főként epitél-, immun- és fibroblaszt sejtek 

expresszálnak [36, 38-40]. Ennek megfelelően irodalmi ismereteink elsősorban az IL-24 

epitéliumban zajló immunológiai folyamatok, illetve a szöveti regeneráció 

szabályzásában betöltött szerepéről szólnak. Az IL-24 – IL-20RB jelátviteléről fellelhető 

adatok ellentmondásosak. Bár ismert, hogy a receptor aktivációja JAK, STAT, SOCS 
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jelátviteli útvonalak aktiválódásához vezethet, a citokin ezen útvonalaktól független 

hatását is leírták már [37, 41].  

Az IL-24 fokozott jelenlétét mutatták ki számos szöveti átrendeződéssel járó betegség 

kapcsán, így pszoriázisban, gyulladásos bélbetegségben, reumatoid artritiszben szenvedő 

betegek szöveti mintáiban [42]. Emellett korábban kutatócsoportunk a vesefibrózis 

experimentális modelljében az egyik legnagyobb mértékben expresszálódó molekulaként 

azonosította[43]. Mindezen eredmények az IL-24 szöveti átrendeződésben betöltött 

fontos szerepére utalnak, azonban a pontos mechanizmusa máig sem tisztázott.  

1.4. PARK7 

A Parkinson’s disease 7 (PARK7) egy rendkívül sokoldalú, citoprotektív molekula, mely 

főként neurodegeneratív betegségek kapcsán ismert, de szerepe más betegségek kapcsán 

is feltételezhető [44-46]. Kutatócsoportunk egy korábbi közleményében fokozott PARK7 

expressziót mutatott ki cöliákiában szenvedő betegek gyulladt vékonybél 

nyálkahártyájában [47]. Hasonlóképp, genomszintű asszociációs tanulmányok egyes 

polimorfizmusait intesztinális gyulladással járó megbetegedés hajlamosító tényezőjeként 

azonosították [48, 49]. 

A PARK7 sejtvédő hatását több különböző mechanizmuson keresztül fejtheti ki. A 

PARK7 direkt antioxidáns hatása enzimaktivitásának, illetve dajkafehérje (chaperon) 

funkciójának köszönhető, e mellett az oxidatív károsodás mérséklésében főként 

transzkripció-regulációs szerepe érvényesül. A fehérje egyfajta oxidatív szenzorként az 

oxidációs állapotától függően transzkripciós faktorokat, például NRF2 és P53 

molekulákat stabilizál. A PARK7 oxidációja révén megváltozik konformációs állapota, 

az addig komplexált transzkripciós faktorok felszabadulnak, melyek a sejtmagba történő 

transzlokációt követően a stresszválaszban szerepet játszó elemek expresszióját 

indukálják [50, 51]. A fenti mechanizmusok együttesen az oxidatív károsodás 

mérséklését, a sérült makromolekulák javítását, illetve az érintett sejt túlélését segítik elő. 

Mindez összhangban van azzal a ténnyel, hogy a PARK7 funkcióvesztő mutációja a 

magas oxigénszintnek kitett neuronsejtek fokozott halálát, ezáltal neurodegeneratív 

betegségek korai kialakulását eredményezi [44, 45]. Ezzel szemben funkciónyerő 

mutációja onkogén, mivel az érintett sejtek ellenállóvá válnak az apoptózissal szemben, 

s ez kóros sejtburjánzáshoz vezet [52]. 
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2. Célkitűzések 

PhD dolgozatom középpontjában a szöveti átrendeződés patomechanizmusának 

vizsgálata áll. A bemutatott kísérletek fő célja az átrendeződés folyamatában szerepet 

játszó molekulák azonosítása, illetve azok biológiai szerepének tisztázása. Kísérleteim 

során különös figyelmet kap az aktin molekula, mint a témában kiemelkedő fontossággal 

bíró marker. A munkám során az alábbi célokat tűztem ki: 

 

• A szöveti átrendeződéssel kapcsolatos szakirodalomban alkalmazott, a különböző 

aktinok expressziójának meghatározásához használt PCR primerek 

specifikusságának felmérése. 

• Az irodalomban alkalmazott, aspecifikus aktin primerek használatából adódó 

mérési hiba jelentőségének felmérése in vivo kísérletből származó mintákon. 

• Human, egér, illetve patkány aktin expressziók analízisére alkalmas primerek 

tervezése, optimalizálása, validálása. 

• Az IL-24 szerepének vizsgálata a vese és bél szöveti átrendeződésének 

patomechanizmusában, különös figyelemmel a miofibroblasztok aktivációjára. 

• A PARK7 szerepének vizsgálata a cöliákia során tapasztalható szöveti 

átrendeződés patomechanizmusában, különös figyelemmel az epitélsejtek 

oxidatív károsodására.  
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3. Módszerek 

3.1. In vivo, ex vivo kísérletek 

Állatkísérleteinket a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Állatjóléti Bizottsága 

engedélyezte (PEI/001/83-4/2013). A vizsgálatok során 6-8 hetes, 20-24 g súlyú hím 

C57BL/6J (Charles River Laboratories), illetve C57BL/6J genetikai háttérrel rendelkező 

Il20rb génkiütött (KO) egereket (University Medical Center Ulm) használtunk. Az 

állatokat standard körülmények között tartottuk, kontrollált hőmérsékletű (22 ± 1°C) 

szobákban, 12 óránként váltakozó világos és sötét periódusok mellett. Az állatoknak 

szabadon elérhető standard rágcsálótápot és vizet biztosítottunk. 

3.1.1. Unilaterális uréter obstrukció (UUO) 

A vesehegesedés során zajló folyamatokat UUO-n átesett állatokon vizsgáltuk (n=6-

8/csoport). 

A műtéti előkészítés során az egerek altatását és általános érzéstelenítését 

intraperitoneális ketamin-xilazin injekcióval végeztük. Az állatok hasának középvonalán 

2 cm-es bemetszést ejtettünk, a hasizmokat oldalirányba széthúztuk, így könnyen 

hozzáférhetővé váltak az egerek uréterei. Az egerek bal uréterét megtisztítottuk a 

környező zsír- és kötőszövetektől, majd azt 4-0-s, nem felszívódó fonallal az uréter 

eredésétől kb. 5 mm-re elkötöttük. Ezek után a hasfal rétegeit 4-0-s sebészi fonallal 

egyesítettük. A kontroll csoportban résztvevő, „álműtött” állatok a fent leírt 

beavatkozáson estek át, az uréterüket azonban érintetlenül hagytuk. 

Az egerek bal veséit a műtét utáni 7. vagy 14. napon távolítottuk el, ketamin-xilazinnal 

történő túlaltatást követően. A veseburok lefejtése után levágtuk a vesecsúcsokat, a 

fennmaradó szövetet feldaraboltuk, és a további vizsgálatokig -80°C-os hűtőben tároltuk. 

3.1.2. Dextrán szódium szulfát (DSS)-indukálta bélgyulladás 

A krónikus gyulladás hatására végbemenő szöveti átépülés, hegesedés folyamatát a 

bélgyulladás experimentális állatmodelljén, DSS oldattal itatott egereken vizsgáltuk 

(n=6-8/csoport). 

A kísérletek során az állatokat 7 napig 2,5% DSS (MP Biomedicals) oldattal itattuk, majd 

12 napig újra normál ivóvizet kaptak. A kontroll állatok a teljes kísérlet alatt tiszta vizet 

kaptak. Az egerek testsúlyát, illetve a kólitisz klinikai tüneteinek súlyosságát [53] naponta 

monitoroztuk. 
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Az indukciót követő 19. napon ketamin-xilazinos altatás után átvágtuk az állatok aorta 

abdomináliszát, majd kioperáltuk a vizsgálni kívánt bélszakaszokat. A foszfát-pufferes 

sóoldattal (PBS) átmosott szövetdarabokat a további vizsgálatokig -80°C-os hűtőben 

tároltuk.  

3.1.3. Bélhám lokális kezelése 

Az IL-24 fehérjének a bélhám szöveti átépülésre gyakorolt direkt hatását rekombináns 

citokin bélfalba történő injekcióját követően vizsgáltuk (n=6/csoport). 

A műtéti előkészítés során az egerek altatását és általános érzéstelenítését 

intraperitoneális ketamin-xilazin injekcióval végeztük. Az állatok hasának középvonalán 

2 cm-es bemetszést ejtettünk, a hasizmokat oldalirányba széthúztuk, majd izoláltuk a 

vastagbelüket. A disztális vastagbél falába 0,1 µg, 50 µl térfogatú PBS-ben oldott 

rekombináns IL-24 (R&D Systems) oldatot injektáltunk. A kontroll állatokat azonos 

mennyiségű PBS-sel kezeltük. 

A kísérletet a kezelést követően 24 órával termináltuk. Ketamin-xilazinos altatás után 

átvágtuk az állatok aorta abdomináliszát, majd a vizsgálni kívánt bélszakaszokat 

eltávolítottuk. A PBS-sel átmosott szövetdarabokat a további vizsgálatokig -80°C-os 

hűtőben tároltuk.  

3.1.4. Vékonybél preparátum 

A PARK7 fehérjének a bélhám integritásának fenntartásában betöltött szerepét ex vivo, 

vékonybél preparátumok permeabilitásának meghatározásával [54, 55] vizsgáltuk (n=7-

9/csoport).  

A kísérlet során 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) 

hatóanyaggal, a műtétet megelőzően 1 órával, intraperitoneálisan előkezelt egereket 

használtunk. Ketamin-xilazinos altatás után átvágtuk az állatok aorta abdomináliszát, 

majd duodenális bélszakaszukat kiopertáltuk. A PBS-sel kimosott vékonybelekből 4-0-s 

varrófonal segítségével 2 cm hosszú „zsákokat” készítettünk, melyeket 0,1% evans kék 

(Sigma-Aldrich) festéket tartalmazó, Dulbecco által módosított Eagle-médiummal 

töltöttünk fel (4. ábra) 1000 μM H2O2 hozzáadása mellett vagy anélkül. Az így kapott 

preparátumokat 5 ml 37 °C-os PBS-be helyeztük. A folyadékokból 20 percenként mintát 

vettünk, a preparátumokból penetráló evans kék festék mennyiségét az 590 nm 
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hullámhosszon elnyelt abszorbancia alapján határoztuk meg Hidex Chameleon 

Microplate Reader (300SL Lablogic Systems) spektrofotométerrel, MikroWin 2000 v4.43 

(Mikrotek Laborsysteme) szoftver segítségével. 

 

 

4. ábra. Ex vivo permeabilitás vizsgálathoz használt egér vékonybél preparátum. A 

bélhám áteresztőképességét evans kék festékoldattal feltöltött, egér vékonybélből készült 

„zsákok” segítségével vizsgáltuk.  

 

3.2. Duodénum biopsziák 

Vizsgálatainkat frissen diagnosztizált cöliákiás, valamint kontroll gyermek 

duodénumából származó biopszia mintán végeztük, melyeket a Semmelweis Egyetem 

I.sz. Gyermekgyógyászati Klinikáján gyűjtöttünk a Semmelweis Egyetem Regionális, 

Intézményi, Tudományos és Kutatásetikai Bizottságának engedélyével (TUKEB 

58/2013).  

A cöliákia diagnózisa az European Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology 

and Nutrition (ESPGHAN) diagnosztikai kritériumai alapján került felállításra [56]. 

Minden cöliákiás gyermeknél igazolható volt boholyatrófia, kripta hiperplázia valamint 

emelkedett szöveti transzglutamináz szint. A kontroll csoportba tartozó gyermekeknél 

krónikus hasmenés, hasfájás vagy növekedési elmaradás diagnosztikai algoritmusa miatt 

került sor felső endoszkópiás mintavételre, azonban esetükben a duodenális nyálkahártya 

szövettanilag épnek bizonyult.  

Mintavételt követően a biopsziákat további vizsgálatokig -80°C-os hűtőben tároltuk. 
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3.3. In vitro kísérletek 

3.3.1. Primer duodenális miofibroblaszt (pdMF) sejtkultúra 

Kontroll gyermekek duodénum nyálkahártyájából vett biopsziás mintákból primer 

miofibroblaszt (pdMF) sejttenyészetet hoztunk létre.  

A pdMF-eket 1% magzati borjú szérumot (FBS), valamint 1% penicillin-streptomycin 

oldatot tartalmazó DMEM (Life Technologies) tápoldatban tenyésztettük 37°C-on 5% 

CO2 tartalom mellett. A sejteket passzáltuk és 1:3 arányban új tenyésztőflaskában vittük 

tovább. A sejtek in vitro mérésekhez történő felhasználása a 2. és 6. passzázs között 

történt. Az pdMF sejteket a különböző kezelések előtt 24 órával az adott kísérlet 

igényeinek megfelelő lyukszámú sejttenyésztő lemezekre osztottuk és FBS mentes 

tápoldatban tartottuk őket. 

A valós idejű PCR-rel végzett vizsgálatainkhoz a sejteket 96 lyukú sejttenyésztő 

lemezekre osztottuk (104 sejt/lyuk, n=5 lyuk/kezelési csoport). A sejteket 0,1 ng/ml 

rekombináns IL-24-gyel (R&D) kezeltük 24 órán keresztül. 

A pdMF-ok α-SMA immunopozitív stresszrostjainak orientációját vizsgálva a sejteket 4 

lyukú tárgylemezekre osztottuk (2x104 sejt/lyuk), és 24 órán keresztül 0,5 nM TGF-β-val 

kezeltük 0,1 ng/ml IL-24 hozzáadásával vagy anélkül. 

A kontrollként szolgáló csoportokat a reagensek oldószereivel kezeltük. 

3.3.2. FHs74Int vékonybél epitél sejtvonal 

Az FHs74Int humán vékonybél epitél sejteket (American Type Culture Collection; 

ATCC) 30 ng/ml epidermális növekedési faktort (EGF), 10% FBS-t, valamint 1% 

penicillin-streptomycin oldatot (Life Technologies) tartalmazó Hybri-Care 

tápfolyadékban (ATCC) tenyésztettük 37°C-on 5% CO2 tartalom mellett. A sejtek 

további fenntartása, és a velük végzett kísérletekre való előkészítése során a pdMF 

sejteknél leírtakhoz hasonlóan jártunk el.  

A ROS akkumuláció méréshez a sejteket 96 lyukú sejttenyésztő lemezekre osztottuk (104 

sejt/lyuk, n=5 lyuk/kezelési csoport). A kontroll, illetve 0,001 µM Comp23 hatóanyaggal 

24 órán át előkezelt sejteket 50, 100, 250, 500, illetve 1000 µM H2O2 –dal kezeltük 30 

percen át. 

Az MTT és LDH tesztek kivitelezéséhez a sejteket 96 lyukú sejttenyésztő lemezekre 

osztottuk (104 sejt/lyuk, n=5 lyuk/kezelési csoport). A kontroll, illetve 0,0001, 0,001, 
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0,01, 0,1, illetve 1 µM Comp23 hatóanyaggal 24 órán át előkezelt sejteket 1000 µM H2O2 

–dal kezeltük 24 órán át. 

Az Annexin V apoptózis teszthez a sejteket 6 lyukú sejttenyésztő lemezekre osztottuk 

(3x105 sejt/lyuk). A kontroll, illetve 0,001 µM Comp23 hatóanyaggal 24 órán át előkezelt 

sejteket 1000 µM H2O2 –dal kezeltük 24 órán át. A mérés előtt a sejteket három részre 

osztva, triplikátumokként mértük (n=9/kezelési csoport).  

A valós idejű PCR-rel végzett vizsgálatainkhoz a sejteket 96 lyukú sejttenyésztő 

lemezekre osztottuk (104 sejt/lyuk, n=5 lyuk/kezelési csoport). A kontroll, illetve 0,001 

µM Comp23 hatóanyaggal 24 órán át előkezelt sejteket 1000 µM H2O2 –dal kezeltük 24 

órán át. 

Az immunfluoreszcens festéshez a sejteket 4 lyukú tárgylemezekre osztottuk (8x104 

sejt/lyuk). A kontroll, illetve 0,001 µM Comp23 hatóanyaggal 24 órán át előkezelt 

sejteket 1000 µM H2O2 –dal kezeltük 4 órán át. 

A kontrollként szolgáló csoportokat a reagensek oldószereivel kezeltük. 

3.4. MTT sejtviabilitás teszt 

Az FHs74Int sejtek életképességének mérése a 3.3.2 alfejezetben ismertetett kezeléseket 

követően 24 órával történt. A sejtek médiumához (100 μl/lyuk) 1/10 térfogatnyi (10 μl), 

steril vízben oldott, 5 mg/ml töménységű Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma-

Aldrich) festékoldatot hozzáadva a sejteket további 4 órán át 37 °C-on inkubáltuk. A 

médium eltávolítását követően a sejtekben felhalmozódott, a sejtszámmal, illetve 

metabolikus aktivitásukkal arányos mennyiségű festéket 100 μl DMSO-etanol 1:1 arányú 

elegyével eluáltuk. A kioldott festék mennyiségét 570 nm hullámhosszon elnyelt 

abszorbancia alapján határoztuk meg Hidex Chameleon Microplate Reader 

spektrofotométerrel, MikroWin 2000 v4.43 szoftver segítségével. 

3.5. LDH citotoxicitás teszt 

A sejthalál mértékének maghatározása FHs74Int sejteken a 3.3.2 alfejezetben ismertetett 

kezeléseket követően 24 órával történt, az elpusztult sejtekből a médiumba jutó laktát 

dehidrogenáz (LDH) enzimaktivitása alapján. A sejtekről leszívott 40 μl  médiumhoz 96 

lyukú lemezen azonos térfogatú LDH reagenst [57] adagoltunk, melynek összetétele 109 

mM tejsav, 3,3 mM B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-hidrát, 2,2 U/ml diaforáz, 3 mM 

Tris, 30 mM HEPES, 10 mM NaCl, 350 μM Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid (Sigma-
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Aldrich). A lemezeket 1 órán át 37 °C-on inkubáltuk, majd a médiumban az elpusztult 

sejtekből kijutott enzimek által átalakított festék mennyiségét 570 nm hullámhosszon 

elnyelt abszorbancia alapján határoztuk meg Hidex Chameleon Microplate Reader 

spektrofotométerrel, MikroWin 2000 v4.43 szoftver segítségével. 

3.6. Annexin V apoptózis teszt 

Az apoptotikus sejtek arányának meghatározása FHs74Int sejteken a 3.3.2 alfejezetben 

ismertetett kezeléseket követően 24 órával történt FITC Annexin V apoptózis detektáló 

Kit I segítségével (BD Pharmingen) a gyártó protokollja szerint. A sejteket PBS-es 

mosást követően 1X Binding Buffer-ben szuszpendáltuk, majd FITC Annexin V és 

propídium-jodid (PI) festékeket hozzáadva sötétben szobahőmérsékleten 1 órán keresztül 

inkubáltuk. Ezt követően a megfestett mintákat 1X Binding Buffer-rel hígítottuk. A 

mérést BD FACSAriaTM áramlási citométerrel (BD Biosciences) végeztük. A 

vizsgálható sejteket méret (forward scatter) és granuláltság szerinti (side scatter) szórás 

alapján határoltuk be. Minden kezelési csoportból 10.000 sejtet számoltunk le. Az élő 

(Annexin V és PI negatív), korai apoptotikus (Annexin V pozitív), illetve késői 

apoptotikus és halott sejteket (Annexin V és PI pozitív) festődésük alapján azonosítottuk. 

Az eredményeket ezután BD CellQuestTM Pro (BD Biosciences) szoftver segítségével 

értékeltük ki. 

3.7. ROS teszt 

Az FHs74Int sejtek intracelluláris ROS akkumulációjának meghatározása redox-

szenzitív fluoreszcens festék, 2',7'-diklorofluoreszcein diacetát (DCFDA) segítségével 

történt [58]. A 96 lyukú lemezen levő sejteket PBS-sel mostuk, majd 50 μl, PBS-ben 

oldott, 5 μM-os DCFDA (Sigma-Aldrich) festékoldat hozzáadását követően 30 percen át 

37 °C-on inkubáltuk. A 3.3.2 alfejezetben ismertetett kezeléseket követően a felülúszók 

fluoreszcenciaintenzitásának változását 30 percen át, 5 percenként vizsgáltuk. A 485 nm 

hullámhosszú fénnyel történő gerjesztés mellett 535 nm hullámhosszú fényt emittáló jelet 

Hidex Chameleon Microplate Reader spektrofotométerrel detektáltuk, MikroWin 2000 

v4.43 szoftver segítségével. 

3.8. Immunfluoreszcens festés 

Egyes fehérjéknek a szövetmintákon, illetve FHs74Int és pdMF sejteken való 

jelenlétének, szövetbeli, illetve sejtbeli lokalizációjának meghatározása érdekében 
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immunfluoreszcens festést végeztünk el. A szövetmintákat Shandon Cryomatrix 

gyantába (Thermo Fisher Scientific) ágyaztuk, majd a beágyazást követően 5 µm vastag 

metszeteket készítettünk, a sejteket citokémiai festésre alkalmas 4 lyukú tárgylemezre 

osztottuk. 

A mintákat Cytofix/Cytoperm oldattal (BD Pharmingen) 15 percen át 

szobahőmérsékleten fixáltuk, permeabilizáltuk. A mosási, illetve jelölési lépések 

WashPerm oldattal (BD Pharmingen) történtek. A mintákat mosást követően 1 órán 

keresztül, szobahőmérsékleten α-SMA (sc-53015; 1:1000; egér; Santa Cruz 

Biotechnology), PARK7 (ab18257; 1:1000; nyúl; Abcam), ZO-1 (ab96587; 1:1000; nyúl; 

Abcam) ellen termelt elsődleges antitestekkel, vagy az aktin rostokhoz kötődő Alexa 

Fluor 546 falloidinnel (A22283; 7,5 unit/ml; Thermo Fisher Scientific) jelöltük. 

Többszöri mosást követően az adott elsődleges antitest ellen termelt, fluoreszcensen jelölt 

másodlagos, anti-egér Alexa Fluor 488 (A11001; Thermo Fisher Scientific), anti-nyúl 

Alexa Fluor 568 (A11036; 1:1000; Thermo Fisher Scientific) vagy anti-nyúl Alexa Fluor 

488 (A21206; 1:1000; Thermo Fisher Scientific) antitestekkel 30 percen át, 

szobahőmérsékleten inkubáltuk mintáinkat. Újabb mosási lépéseket követően a 

tárgylemezeket DAPI sejtmagfestéket tartalmazó ProLong Gold Antifade Mountant 

(Thermo Fisher Scientific) médiummal fedtük. A jelölés specificitásának ellenőrzése, 

illetve az autofluoreszcencia kiküszöbölése végett a festési kontrollként alkalmazott 

minták esetében a primer antitesttel való jelölési lépést kihagytuk. 

Az immunfluoreszcens képeket Olympus IX81 fluoreszcens mikroszkóp rendszerrel 

készítettük. 

3.9. Sejtvázkárosodás mértékének meghatározása 

A 3.3.2 alfejezetben ismertetett kezeléseket követően 4 órával az FHs74Int sejtek 

sejtvázát a 3.8 alfejezetben leírtak szerint falloidinnel jelöltük, majd a sejtvázkárosodás 

mértékét grafikus módszerrel vizsgáltuk. Kezelési csoportonként ugyanazon területről 

Olympus IX81 fluoreszcens mikroszkóppal, 10x nagyítású objektívet alkalmazva képet 

készítettünk. Ezt követően az egyes képek látóterében található összes sejtet (kezelési 

csoportonként hozzávetőlegesen 400-500 sejt) sejtvázállapotuk alapján kategorizáltuk 

ImageJ 1.48v szoftver segítségével (The National Institutes of Health, Bethesda) [59] az 

alábbiak szerint. Meghatároztuk az ép sejtvázú, károsodott sejtvázú sejtek, illetve az 
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elpusztult sejtekre utaló sejtmaradványok számát, majd kiszámoltuk ezeknek a látótérben 

látott összes sejtszámra vonatkoztatott arányát.  

3.10. Stresszrost orientáció meghatározása 

A 3.3.1 alfejezetben ismertetett kezeléseket követően 24 órával a pdMF-ek α-SMA 

pozitív stresszrostjait a 3.8 alfejezetben leírtak szerint festettük, majd a stresszrostok 

orientációját grafikus módszerrel vizsgáltuk. Kezelési csoportonként 35-40 

véletlenszerűen kiválasztott sejtről Olympus IX81 fluoreszcens mikroszkóppal, 100x 

nagyítású olajimmerziós objektívet alkalmazva képet készítettünk. Annak érdekében, 

hogy az adott sejt teljes stresszrost-hálózatára jellemző információt kapjunk, minden 

sejtben meghatároztuk legalább 20 stresszrostnak a sejt hosszanti tengelyével bezárt 

szögét. A grafikai analízist ImageJ 1.48v szoftver segítségével végeztük el. Az egyes 

sejtek stresszrostjainak párhuzamosságát a meghatározott dőlésszögek 95%-os 

konfidenciaintervallumával jellemeztük. 

3.11. mRNS expresszió meghatározása 

3.11.1. RNS izolálás és DNS szintézis 

Vizsgálataink során a szövetmintákból és sejtekből Geneaid Total RNA Mini Kit 

(Geneaid Biotech) segítségével RNS-t izoláltunk a gyártó protokolljának megfelelően. A 

kinyert RNS mennyiségét és minőségét DS-11 spektrofotométerrel (Denovix) határoztuk 

meg. Mintánként egységes mennyiségű RNS-ből komplementer DNS-t szintetizáltunk 

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Fisher Scientific) 

reagensekkel a gyártó utasításainak megfelelően. 

3.11.2. Primerek tervezése, gyűjtése 

A vizsgálni kívánt génekre specifikus primereket az NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) nukleotid adatbázisában [60] található szekvenciák alapján, 

Lasergene PrimerSelect v7.1.0 (DNASTAR) szoftver segítségével terveztük. 

Az α-SMA és ß-aktin PCR reakciók specifikusságának vizsgálatát célzó méréseinkhez 3-

3 pár, véletlenszerűen kiválasztott, neves szaklapokban publikált tanulmányokban 

alkalmazott primer szekvenciáit gyűjtöttük le. Az oligonukleotidokat az Integrated DNA 

Technologies (IDT) cég szintetizálta.  
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A reakciók során alkalmazott primerek szekvenciáit, optimális anellációs hőmérsékletét, 

illetve az általuk eredményezett PCR termékek méretét az 2. táblázat, illetve 3. táblázat 

tartalmazza. 
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2. táblázat. Valós idejű PCR mérések során használt primerek jellemzői. F: forward primer; R: reverse primer; bp: bázispár; Ta: optimális 

anellációs hőmérséklet 

Gén NCBI ref. Seq Faj Primer szekvenciák Termékhossz Ta 

BAX NM_001291428.2 human 
F: 5'-GGATGATTGCCGCCGTGGACACAG-3' 

215 bp 60 °C 
R: 5'-CAACAGCCGCTCCCGGAGGAAGTC-3' 

BCL2 NM_000633.2 human 
F: 5'-CGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGT-3' 

143 bp 60 °C 
R: 5'-AGGTGTGCAGGTGCCGGTTCAGGT-3' 

CDH1 NM_004360.4 human 
F: 5'-AAGGAGGCGGAGAAGAGGACCAG-3' 

138 bp 60 °C 
R: 5'-GATTGGCAGGGCGGGGAAG-3' 

CDKN1A NM_001220777.1 human 
F: 5'-TTGTACCCTTGTGCCTCGCTCAGG-3' 

126 bp 60 °C 
R: 5'-ATCAGCCGGCGTTTGGAGTGGTAG-3' 

GCLC NM_001498.4 human 
F: 5'-AAAAGTCCGGTTGGTCCTGTCTGG-3' 

138 bp 56 °C 
R: 5'-GGCTGTCCTGGTGTCCCTTCAATC-3' 

HMOX1 NM_002133.2 human 
F: 5'-CCAGCGGGCCAGCAACAAAG-3' 

130 bp 60 °C 
R: 5'-TGTCGCCACCAGAAAGCTGAGTGT-3' 

ITGB5 NM_002213.5 human 
F: 5'-TCCGCCATCTGCTGCCTCTCAC-3' 

156 bp 60 °C 
R: 5'-CATCCTTTCGCCAGCCAATCTTCTC-3' 

NQO1 NM_000903.3 human 
F: 5'-CTGCTGCAGCGGCTTTGAAGA-3' 

151 bp 60 °C 
R: 5'-GCCAGAACAGACTCGGCAGGATAC-3' 

NRF2 NM_006164.4 human 
F: 5'-CAGCAGGACATGGATTTGATTG-3' 

252 bp 54 °C 
R: 5'-ACTGGTTTCTGACTGGATGTGCT-3' 

PCNA NM_002592.2 human 
F: 5'-GCGGTCTGAGGGCTTCGACACCTA-3' 

134 bp 60 °C 
R: 5'-CCGCGTTATCTTCGGCCCTTAGTG-3' 

RN18S HQ387008.1 human 
F: 5'-GGCGGCGACGACCCATTC-3' 

136 bp 60 °C 
R: 5'-TGGATGTGGTAGCCGTTTCTCAGG-3' 

SNAI1 NM_005985.3 human 
F:5'-GCCATGTCCGGACCCACACTG-3' 

152 bp 60 °C 
R:5'-TCGGGAGAAGGTCCGAGCACAC-3' 
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SNAI2 NM_003068.4 human 
F:5'-CGCGCTCCTTCCTGGTCA-3' 

159 bp 60 °C 
R:5'-GGCTGTATGCTCCTGAGCTG-3' 

TP53 NM_001126118.1 human 
F: 5'-TGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCT-3' 

114 bp 60 °C 
R: 5'-TCAGGCGGCTCATAGGGCACCAC-3' 

TRX1 NM_003329.3 human 
F: 5'-ATGCATGCCAACATTCCAGTTTT-3' 

87 bp 56 °C 
R: 5'-ATGGTGGCTTCAAGCTTTTCCTTA-3' 

VIM NM_003380.4 human 
F:5'-GAGGCTGCCAACCGGAACAATGAC-3' 

203 bp 60 °C 
R:5'-TCCTGCAGGCGGCCAATAGTGTCT-3' 

VCL NM_014000.2 human 
F: 5'-CCACGGCGCCTCCTGATGC-3' 

152 bp 60 °C 
R: 5'-GGCCTGAATGCCTTCCACTGTTGA-3' 

ZO1 NM_021258.3 human 
F: 5'-ACCACAAGCGCAGCCACAACCAAT-3' 

186 bp 60 °C 
R: 5'-GGGGTGGGCTCCTCCAGTCTGACAT-3' 

Col1a1 NM_007742.4 egér 
F: 5'-CAAAGCTGCTGATGGTTCT-3' 

107 bp 60 °C 
R: 5'-GACCAGCTTCACCCTTG-3' 

Col3a1 NM_009930.2 egér 
F: 5'-GTCCCCTGGCTCAAATGGCTCAC-3' 

175 bp 61 °C 
R: 5'-GGGGCCCCTTGCTCCTATTAGTCC-3' 

Fn1 NM_010233.2 egér 
F:5'-GGTCAGGGCCGGGGCAGAT-3' 

228 bp 60 °C 
R:5'-CTGGCTGGGGGTCTCCGTGATAAT-3' 

Gapdh NM_007475.5 egér 
F: 5'-ATCTGACGTGCCGCCTGGAGAAAC-3' 

164 bp 60 °C 
R: 5'-CCCGGCATCGAAGGTGGAAGAGT-3' 

Hprt NM_013556.2 egér 
F: 5'-GGTTAAGCAGTACAGCCCCAAAAT-3' 

135 bp 54 °C 
F: 5'-TCAAGGGCATATCCAACAACAAAC-3' 

Mmp2 NM_008610.3 egér 
F: 5'-ATCTGACGTGCCGCCTGGAGAAAC-3' 

164 bp 60 °C 
R: 5'-CCCGGCATCGAAGGTGGAAGAGT-3' 

Mmp9 NM_013599.4 egér 
F: 5'-ATCTGACGTGCCGCCTGGAGAAAC-3' 

164 bp 60 °C 
R: 5'-CCCGGCATCGAAGGTGGAAGAGT-3' 

Rn18s AY248756.1 egér 
R: 5'-AGCGGTCGGCGTCCCCCAACTTCT-3' 

107 bp 60 °C 
F: 5'-GCGCGTGCAGCCCCGGACATCTA-3' 
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Rplp0 NM_007475.5 egér 
F: 5'-CCGCGCGTCCTGGCATTGTCTGTG-3' 

136 bp 60 °C 
R: 5'-CCGCAGGGGCAGCAGTGGTG-3' 

Timp1 NM_001044384.1 egér 
F:5'-CACGGGCCGCCTAAGGAAC-3' 

249 bp 58 °C 
R:5'-CGTGGCAGGCAAGCAAAGTG-3' 

Timp2 NM_011594.3 egér 
F:5'-TGCCCTGGCACACGCTTAGC-3' 

221 bp 58 °C 
R:5'-GTACCACGCGCAAGAACCATCA-3' 
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3. táblázat. α-SMA és ß-aktin PCR mérések során használt primerek jellemzői. F: forward primer; R: reverse primer; bp: bázispár; Ta: 

optimális anellációs hőmérséklet 

Név Gén NCBI ref. Seq Faj Forrás Primer szekvenciák Termékhossz Ta 

mα-SMASD Acta2 NM_007392.3 egér saját 
F: 5'-CCCCTGAAGAGCATCGGACA-3' 

105 bp 60 °C 
R: 5'-TGGCGGGGACATTGAAGGT-3' 

mß-actinSD Actb NM_007393.5 egér saját 
F: 5'-CCCCTGAGGAGCACCGTGTG-3' 

106 bp 60 °C 
R: 5'-ATGGCTGGGGTGTTGAAGGT-3' 

mα-SMAL1 Acta2 NM_007392.3 egér [61, 62] 
F: 5'-CACTATTGGCAACGAGCGC-3' 

60 bp 48 °C 
R: 5'-CCAATGAAGGAAGGCTGGAA-3' 

mα-SMAL2 Acta2 NM_007392.3 egér [63, 64] 
F: 5'-GTCCCAGACATCAGGGAGTAA-3' 

101 bp 57 °C 
R: 5'-TCGGATACTTCAGCGTCAGGA-3' 

mα-SMAL3 Acta2 NM_007392.3 egér [65] 
F: 5'-GAGGCACCACTGAACCCTAA-3' 

154 bp 54 °C 
R: 5'-CATCTCCAGAGTCCAGCACA-3' 

mß-actinL1 Actb NM_007393.5 egér [4, 66] 
F: 5'-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3' 

154 bp 56 °C 
R: 5'-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3' 

mß-actinL2 Actb NM_007393.5 egér [64] 
F: 5'-TGTTACCAACTGGGACGACA-3' 

165 bp 55 °C 
R: 5'-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3' 

mß-actinL3 Actb NM_007393.5 egér [67] 
F: 5'-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3' 

228 bp 57 °C 
R: 5'-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3' 

hα-SMASD ACTA2 NM_001141945.2 human saját 
F: 5'-ACTGAGCGTGGCTATTCCTCCGTT-3' 

111 bp 58 °C 
R: 5'-GCAGTGGCCATCTCATTTTCA-3' 

hß-actinSD ACTB NM_001101.3 human saját 
F: 5'-ACCGAGCGTGGCTACAGCTTCACC-3' 

114 bp 53 °C 
R: 5'-AGCACCCGTGGCCATCTCTTTCTCG-3' 

rα-SMASD Acta2 NM_031004.2 patkány saját 
F: 5'-GAGCGTGGCTATTCCTTCGTG-3' 

106 bp 54 °C 
R: 5'-CAGTGGCCATCTCATTTTCAAAGT-3' 

rß-actinSD Actb NM_031144.3 patkány saját 
F: 5'-ACCGAGCATGGCTACAGCGTCACC-3' 

106 bp 54 °C 
R: 5'-GTGGCCATCTCTTGCTCGGAGTCT-3' 
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3.11.3. Mesterséges DNS templátok 

Az egér α-SMA és ß-aktin PCR reakciók specifikusságának vizsgálatát célzó méréseink 

során α-SMA (Acta2), ß-aktin (Actb), γ-cito-aktin (Actg1) és γ-simaizom-aktin (Actg2) 

gének szekvenciájával megegyező mesterséges DNS templátokat (mα-SMAT, mß-actinT, 

mγ-cyto-actinT, mγ-smooth-actinT) használtunk (gBlocks Gene Fragments, IDT), melyek 

a vizsgált egér α-SMA és ß-aktin primerek anellációs szakaszait tartalmazták. A 

génfragmensek szekvenciái a 4. táblázatban találhatóak.  

A human és patkány α-SMA és ß-aktin DNS templátokat (hα-SMAT, hß-actinT, rα-SMAT, 

rß-actinT) specifikus PCR-reakció során állítottuk elő. A PCR termékeket 2%-os agaróz 

gélen (Bioline) gélelektroforézissel szeparáltuk, majd miután kivágtuk a gélből, a 

SureClean Plus purification kit (Bioline) segítségével tisztítottuk.  

3.11.4. Valós idejű PCR 

A valós idejű PCR méréseket LightCycler 480 (Roche Diagnostics) automatán végeztük. 

A 20 µl reakcióelegy 10 pmol/µl forward és reverse primert, 10 µl LightCycler 480 SYBR 

Green I Master enzyme mix (Roche Diagnostics) reagenst és 1 µl DNS-t tartalmazott. A 

mérések kvalitatív és kvantitatív elemzése by Light Cycler 480 v1.5.0.39 szoftver (Roche 

Diagnostics) segítségével zajlott. A különböző célmolekulák referencia génre 

vonatkoztatott mRNS expresszióját az x= 2-ΔCp képlet [68] alapján határoztuk meg, és a 

kontroll csoportok átlagértékére normalizálva ábrázoltuk. 

Az α-SMA és ß-aktin specifikus primerek PCR-reakciónak termékeit 2%-os agaróz gélen 

gélelektroforézissel Trsi-borát-EDTA pufferben szeparáltuk, a gélek DNS-tartalmát 

GelRed (Biotium) reagenssel festettük, és VersaDoc 5000MP (Bio-Rad Laboratories) 

berendezés segítségével vizualizáltuk. 

3.11.5. Szekvenálás 

A saját tervezésű, egér α-SMA és ß-aktin specifikus primerek által amplifikált termékek 

szekvenciáját Sanger-szekvenálás útján ellenőriztük. Az UUO-n átesett egerek 

mintájából származó DNS-ből származó PCR termékeket SureClean Plus Purification Kit 

(Bioline) reagenssel tisztítottuk, majd BrightDye Terminator Cycle Sequencing Kit 

(Nimagen), illetve ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific) szekvenátor segítségével 

szekvenáltuk a gyártó utasításainak megfelelően. A kapott kromatogramok analízisét 

Unipro Ugene v.1.16.1 szoftverrel végeztük.   
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4. táblázat. Egér α-SMA és ß-aktin PCR reakciók specifikusságának meghatározásához használt mesterséges DNS templátok. bp: bázispár 

Név Gén NCBI ref. Seq Faj Pozíció Templát szekvencia 

mα-SMAT Acta2 NM_007392.3 egér 109- 

1005 bp 

TGTGTGAAGAGGAAGACAGCACAGCCCTGGTGTGCGACAATGGCTCTGGGCTCTGTAAGG

CCGGCTTCGCTGGTGATGATGCTCCCAGGGCTGTTTTCCCATCCATCGTGGGACGTCCCAG

ACATCAGGGAGTAATGGTTGGAATGGGCCAAAAAGACAGCTATGTGGGGGATGAAGCCCA

GAGCAAGAGAGGGATCCTGACGCTGAAGTATCCGATAGAACACGGCATCATCACCAACTG

GGACGACATGGAAAAGATCTGGCACCACTCTTTCTATAACGAGCTTCGTGTGGCCCCTGAA

GAGCATCCGACACTGCTGACAGAGGCACCACTGAACCCTAAGGCCAACCGGGAGAAAATG

ACCCAGATTATGTTTGAGACCTTCAATGTCCCCGCCATGTATGTGGCTATTCAGGCTGTGCT

GTCCCTCTATGCCTCTGGACGTACAACTGGTATTGTGCTGGACTCTGGAGATGGTGTGACT

CACAACGTGCCTATCTATGAGGGCTATGCCCTGCCTCATGCCATCATGCGTCTGGACTTGG

CTGGCCGAGATCTCACCGACTACCTCATGAAGATCCTGACTGAGCGTGGCTATTCCTTCGT

GACTACTGCCGAGCGTGAGATTGTCCGTGACATCAAGGAGAAGCTGTGCTATGTAGCTCTG

GACTTTGAAAATGAGATGGCCACGGCCGCCTCCTCTTCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAAC

TGCCTGACGGGCAGGTGATCACCATTGGAAACGAACGCTTCCGCTGCCCAGAGACTCTCTT

CCAGCCATCTTTCATTGGGATGGAGTCAGCGGGCATCCACGAAACCACCTATAACAGCATC

ATGAAGTGTGATATTGACATCAGGAAGGATCTCTATGCTAACAACG 

mß-actinT Actb NM_007393.5 egér 105- 

1001 bp 

TCGCCATGGATGACGATATCGCTGCGCTGGTCGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAAGC

CGGCTTCGCGGGCGACGATGCTCCCCGGGCTGTATTCCCCTCCATCGTGGGCCGCCCTAGG

CACCAGGGTGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAAGGACTCCTATGTGGGTGACGAGGCCCAG

AGCAAGAGAGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATTGAACATGGCATTGTTACCAACTGGG

ACGACATGGAGAAGATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCCCCTGAGG

AGCACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCCCCCCTGAACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGATGA

CCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACGTAGCCATCCAGGCTGTGCT

GTCCCTGTATGCCTCTGGTCGTACCACAGGCATTGTGATGGACTCCGGAGACGGGGTCACC

CACACTGTGCCCATCTACGAGGGCTAT 

mγ-cyto-

actinT 

Actg1 NM_009609 egér 362- 

477 bp 

TGTGGCTCCTGAGGAGCACCCGGTGCTTCTGACCGAGGCCCCCCTGAACCCCAAAGCTAAC

AGAGAGAAGATGACGCAGATAATGTTTGAAACCTTCAATACCCCAGCCATGTACG 

mγ-smooth-

actinT 

Actg2 NM_009610 egér 396- 

510 bp 

AGTAGCACCAGAAGAGCACCCCACCCTGCTCACAGAGGCCCCCCTAAACCCCAAAGCAAA

CAGAGAGAAGATGACCCAGATCATGTTCGAAACCTTCAATGTCCCTGCCATGTAT 
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3.12. Fehérje mennyiségének meghatározása 

3.12.1. Fehérjeizolálás 

A vizsgált mintákat lízis pufferben (10 μg/ml leupeptin, 10 μg/ml aprotinin, 1% Triton-

X 100, 0,1 M Tris-HCl (pH=8), 1 mM etilén-glikol-tetraecetsav (EGTA), 5 mM NaF, 1 

mM fenil-metil-szulfonil fluorid (PMSF), 10 mM Na3VO4 (Sigma-Aldrich) 

homogenizáltuk. A felülúszók összfehérje koncentrációját spektrofotometriás 

módszerrel, Bradford reagenssel határoztuk meg (Bio-Rad Laboratories), Hidex 

Chameleon Microplate Reader spektrofotométer segítségével. Mintákból egységes 

koncentrációjú fehérjeoldatokat készítettünk desztillált víz hozzáadásával, majd ¼ 

térfogatnyi Leammli-féle treatment puffert (30% glicerol, 20% ß-merkaptoetanol, 0,7 M 

nátrium-dodecil-szulfát (SDS), 0,25 M Tris-HCl pH=6,8) hozzáadva 5 percig 100°C-on 

denaturáltuk őket. 

3.12.2. Western blot 

4-20%-os gradiens SDS-poliakrilamid gél (Mini-Protean TGX, Bio-Rad Laboratories) 

zsebeibe 20 μg összfehérjének megfelelő mintamennyiségeket, illetve molekulasúly 

markert (Precision Plus ProteinTM Dual Color, Bio-Rad Laboratories) vittünk fel. Az 

elektroforézist (PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad Laboratories) 200 V feszültség 

mellett végeztük 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS tartalmú futtató pufferben. Ezt 

követően a szeparált fehérjéket az SDS-poliakrilamid gélről 0,2 μM pórusméretű 

nitrocellulóz membránra (Trans-Blot Turbo Transfer Pack, Bio-Rad Laboratories) 

blottoltuk (Trans-Blot Turbo Transfer system, Bio-Rad Laboratories). A fehérjetranszfer 

sikerességét 25%-os ecetsavban oldott 1%-os Ponceau (Sigma-Aldrich) festékoldattal 

ellenőriztük.  A blotmembránok aspecifikus kötőhelyeinek gátlására a membránokat 

szobahőmérsékleten, 1 órán keresztül, óvatos rázatás mellett blokkoló oldatban (5% 

zsírmentes tejpor PBS pufferben) inkubáltuk. Blokkolást követően a membránokat mosó 

oldatban (1% zsírmentes tejpor, 0,05% Tween 20 detergens, PBS puffer) hígított 

elsődleges α-SMA (sc-53015; 1:10000; egér; Santa Cruz Biotechnology), illetve GAPDH 

(sc-47724; 1:1000; egér; Santa Cruz Biotechnology) specifikus ellenanyagokkal jelöltük 

4°C-on 24 órán keresztül. A mosási lépéseket követően tormaperoxidáz-konjugált anti-

egér másodlagos antitesttel (7076S; 1:2000; Cell Signaling Technology) 1 órán keresztül, 

szobahőmérsékleten inkubáltuk a membránokat. Az immunoreaktív helyek 
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kemilumineszcens szignálját ECL (enhanced chemieluminescence) reagens (Western 

Blotting Luminol Reagent, GE Healthcare) hozzáadásával detektáltuk VersaDoc 5000MP 

képalkotó rendszer (Bio-Rad Laboratories) segítségével. Eredményeinket a Quantity One 

v4.6.9 szoftverrel (Bio-Rad Laboratories) denzitometráltuk és értékeltük. A vizsgált 

fehérjék relatív mennyiséget a GAPDH belső kontroll hányadosaként, a kontroll 

szövetben kapott átlagértékre normalizálva adtuk meg.  

3.13. Szövettani festések vesefibrózis mértékének meghatározásához 

A 4%-os PFA oldatban tárolt vese szövetmintákból paraffinba ágyazást követően 5 μm 

vastag metszeteket készítettünk, majd Masson trikróm, illetve pikro-SiriusRed szövettani 

eljárásokkal festettük meg őket. A festett metszetek digitalizálása Pannoramic 250 Flash 

3 (3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarország) szkennerrel történt. 

A fibrotikus terület kvantifikálása érdekében minden állat veséjéről egyenként 10-20 

darab, 20-szoros nagyítású, a teljes kortex régiót lefedő, de egymással át nem fedő 

területet jelöltünk ki. Az így annotált képeket exportáltuk, majd képelemző szoftver által 

feldolgozható formátumúvá alakítottuk. A képeknek Masson festés esetén kék, SiriusRed 

esetén piros színű, kollagénben dús kötőszöveti lerakódás területének százalékos arányát 

ImageJ szoftverrel számíttattuk ki. 

3.14. Statisztika 

Az adatsorok statisztikai értékelését GraphPad Prism 6.01 szoftverrel (GraphPad 

Software Inc.) végeztük. Az adatok normál eloszlását Kolmogorow Smirnov teszt 

segítségével vizsgáltuk, teljesülése esetén két csoport esetén egymintás t-próbát, több 

csoport esetén varianciaanalízist (ANOVA) használtunk. Amennyiben az adatok nem 

normál-eloszlást mutattak, Mann-Whitney U-tesztet, vagy Kruskal-Wallis tesztet 

végeztünk. A többváltozós, assay jellegű vizsgálatainkból (MTT, LDH, Annexin V, ROS 

tesztek) származó adatsorok összehasonlítását többszörös t-próba, illetve két-szempontos 

ANOVA segítségével végeztük el. Többcsoportos analízis esetén a páronkénti 

összehasonlításhoz Dunnett-féle post-hoc tesztet alkalmaztunk. A relatív expressziók 

közti összefüggéseket Spearman-féle korrelációs analízissel vizsgáltuk, a koefficiens 

értékek (r) értelmezését az 5. táblázatban foglaltuk össze [69, 70]. A különböző kezelési 

csoportokban tapasztalt sejtvázkárosodás mértékét Khí-négyzet próba segítségével 

hasonlítottuk össze. A statisztikailag szignifikáns eltéréseket p<0.05 valószínűségi érték 
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teljesülése esetén különböző szimbólumokkal jelöltük, az összehasonlítás alapjául 

szolgáló csoportok, illetve az alkalmazott statisztikai módszer feltüntetésével. A 

szemléltető grafikonokon átlag és szórás (SD) látható. 

 

5. táblázat. Spearman-féle korrelációs koefficiens értékek (r) értelmezése. 

Korrelációs koefficiens értékek Összefüggés mértéke 

0,9 ≤ |r| ≤ 1 Nagyon szoros kapcsolat 

0,7 ≤ |r| ≤ 0,9 Szoros kapcsolat 

0,5 ≤ |r| ≤ 0,7 Közepes kapcsolat 

0,3 ≤ |r| ≤ 0,5 Gyenge kapcsolat 

0 ≤ |r| ≤ 0,3 Elhanyagolható kapcsolat 
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4. Eredmények 

4.1. α-SMA és ß-aktin specifikus PCR primerek 

4.1.1. Saját tervezésű egér α-SMA és ß-aktin primerek templát-specificitása 

Az egér α-SMA és ß-aktin forward primerek anellációs pozícióját úgy terveztük, hogy az 

adott szekvencia szakasz a különböző aktin izoformák kódoló szakaszán (Acta2, Actb, 

Actg1, Actg2) a lehető legtöbb bázis eltérést tartalmazza, különösen a primerek 3’ végén 

(5. ábra). 

 

5. ábra. Hőtérkép a különböző egér aktin izoformákat kódoló szekvenciák (CDS) 

közti homológiáról a saját tervezésű mα-SMASD és mß-actinSD primerek bekötődési 

szakaszán. Egymásra illesztve az Acta2, Actb, Actg1, illetve az Actg2 szekvenciákat, 

minden nukleotidot 1-től 4-ig pontoztunk aszerint, hogy az adott pozícióban hány 

izoforma esetén fordul elő (a). A kinagyított szakaszon a saját tervezésű mα-SMASD, 

illetve mß-actinSD primerek anellációs pozícióit piros négyzettel jelöltük (b). 

 

A primereink specificitását egér Acta2, Actb, Actg1 és Actg2 gének szekvenciáinak 

megfelelő mesterséges DNS templátok (mα-SMAT, mß-actinT, γ-cyto-actinT, illetve mγ-

smooth-actinT) segítségével végzett PCR-ekkel vizsgáltuk. 

A saját tervezésű mα-SMASD primerrel végzett PCR-ek során az mα-SMAT templátról 

megfelelő méretű és olvadáspontú PCR termék keletkezett, azonban mß-actinT, γ-cyto-

actinT és mγ-smooth-actinT oligunkleotidok nem sokszorozódtak fel. Hasonlóképp, a mß-
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actinSD primerrel végzett PCR-ek során a mß-actinT, illetve a γ-cyto-actinT DNS templátok 

felsokszorozódtak, míg a mα-SMAT és mγ-smooth-actinT DNS-ek nem (6. ábra). 

 

             

6. ábra. Saját tervezésű mα-SMASD és mß-actinSD primerek templát-specificitása. A 

PCR-ek során mα-SMASD primer kizárólag a mα-SMAT mesterséges DNS templátot 

sokszorozta fel, a termék melynek olvadáspontja 83,4 °C, mérete a várt 105 bp-nak 

megfelelő. A mß-actinSD primer mß-actinT és mγ-cyto-actinT DNS templáttal 

eredményezett termékeket a PCR-ek során, melyek olvadáspontja 84,8 °C, illetve 83,3 

°C, méretük a várt 106 bp-nak megfelelő. 
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4.1.2. Saját tervezésű egér α-SMA és ß-aktin primerek PCR hatásfoka 

A mα-SMASD és mß-actinSD primerek PCR reakciónak hatásfokát mα-SMAT, illetve mß-

actinT templátok 7-tagú, 10-es alapú hígítási sora (10 nM - 1 fM) segítségével határoztuk 

meg. A reakciók áttörési ciklusszámai által adott (Cp) kalibrációs görbemeredekségéből 

számolt amplifikációs hatékonysága mα-SMASD esetén 2,123, mß-actinSD esetén 2,077 

értéket eredményezett (7. ábra).  

 

 

7. ábra. mα-SMASD és mß-actinSD primerek PCR reakcióinak hatásfoka. A reakciók 

amplifikációs hatékonyságát az adott primerhez tartozó mα-SMAT, illetve mß-actinT 

mesterséges oligonukleotid templátok 7-tagú, 10-es alapú hígítási sora (10 nM - 1 fM) 

segítségével határoztuk meg.  
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4.1.3. Saját tervezésű egér α-SMA és ß-aktin primerek specificitásának ellenőrzése 

Az egér α-SMA és ß-aktin primerek specificitását Sanger-szekvenálással ellenőriztük. A 

PCR reakcióban UUO-n átesett egér veseszövetéből készült DNS-t használtunk 

templátként. A mα-SMASD és mß-actinSD primerek adta PCR termékek szekvenciája 

tökéletes egyezést mutatott az α-SMA (Acta2, NM_007392.3) illetve ß-aktin (Actb, 

NM_007393.5) gének referencia nukleotid szekvenciáival (8. ábra). 

 

 

8. ábra. Saját tervezésű mα-SMASD és mß-actinSD primerek PCR termékeinek 

szekvenciája. A mα-SMASD és mß-actinSD primerekkel PCR reakciót végeztünk, UUO-

n átesett egerek veseszövetéből készült DNS mintát használva templátként. A PCR 

termékek Sanger-szekvenálása során kapott szekvenciáinak megfelelőségét az Acta2, 

Actb, Actg1 és Actg2 gének kódoló szakaszaira (CDS) illesztve ellenőriztük.  
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4.1.4. Irodalmi forrásból származó egér α-SMA és ß-aktin primerek templát-

specificitása 

Az irodalmi α-SMA (mα-SMAL1, mα-SMAL2, mα-SMAL3) és ß-aktin (mß-actinL1, mß-

actinL2, mß-actinL3) primerek anellációs szakaszait vizsgálva nagymértékű átfedést 

tapasztaltunk az aktin-izoformák szekvenciái között az adott szakaszon (9. ábra). Átlagos 

báziseltérések száma 3 ± 2 bázis/primer (medián).  

 

9. ábra. Hőtérkép a különböző egér aktin izoformákat kódoló szekvenciák (CDS) 

közti homológiáról az irodalmi forrásból származó egér α-SMA és ß-actin primerek 
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bekötődési szakaszán. Egymásra illesztve az Acta2, Actb, Actg1, Actg2 szekvenciákat, 

minden nukleotidot 1-től 4-ig pontoztunk aszerint, hogy az adott pozícióban hány 

izoforma esetén fordul elő. Az anellációs pozíciókban a mα-SMAL1, mα-SMAL2, mα-

SMAL3, illetve mß-actinL1, mß-actinL2, mß-actinL3 irodalmi primereknek az Acta2 és Actb 

szekvenciákkal közös nukleotid egyezéseit piros négyzettel jelöltük. 

 

A primerek specificitását, egér Acta2 és Actb génfragmensek szekvenciáinak megfelelő 

mesterséges DNS templátok (mα-SMAT, illetve mß-actinT) használatával végzett PCR 

reakciókkal vizsgáltuk. Az általunk vizsgált irodalmi primerek esetén bár különböző 

mértékű, de minden esetben jól megfigyelhető keresztreakciót tapaszaltunk a nem-

specifikus DNS templátokkal végzett reakciók során is. Az mα-SMAL1, mα-SMAL2, mα-

SMAL3 primerek nem csak a névleges target oligonukleotidot, az mα-SMAT templátot 

sokszorozták fel, hanem a mß-actinT-t is. Hasonlóképp, az mß-actinL1, mß-actinL2, mß-

actinL3 primerek PCR terméket képeztek a mß-actinT mellett a mα-SMAT DNS templáttal 

is (10. ábra).  

 

            

            

           

10. ábra. Irodalmi forrásból származó egér α-SMA és ß-actin primerek templát-

specificitása. Az alkalmazott mα-SMAL1, mα-SMAL2 és mα-SMAL3 primerek a PCR-ek 

során a mα-SMAT DNS templát felsokszorozódását eredményezték, a termékek 
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olvadáspontja és mérete 82 °C – 60 pb, 81,9 °C – 101 bp, illetve 83,3 °C – 154 bp, 

valamint felsokszorozták a nem specifikus mß-actinT templátot is, 81 °C – kb. 60 pb, 81,9 

°C – kb. 101 bp, illetve 83,3 °C – kb. 154 bp terméktulajdonságokkal. A mß-actinL1, mß-

actinL2 és mß-actinL3 primerek mß-actinT DNS templátokkal PCR termékeket 

eredményeztek, melyek olvadáspontja és mérete 85,6 °C – 154 pb, 86,3 °C – 165 bp, 

illetve 87,4 °C – 228 bp, valamint felsokszorozták a nem specifikus mα-SMAT templátot 

is, 85,6 °C – 154 pb, 84,2 °C – 165 bp, illetve 87,4 °C – 228 bp terméktulajdonságokkal. 

4.1.5. α-SMA és ß-aktin expresszió mértéke UUO-n átesett egerek veseszövetében 

Annak érdekében, hogy megvizsgáljuk, milyen hatással lehetnek kísérleti 

eredményeinkre a különböző egér α-SMA és ß-aktin primerek mesterséges templát-

specificitásaiban tapasztalt eltérései, kontroll, illetve UUO-n átesett egerek 

veseszövetéből készült DNS mintákon végeztünk valós idejű PCR méréseket. 

Mintáinkon elsőként a leggyakrabban alkalmazott referenciagének (Rn18s, Rplp0, Hprt, 

Gapdh) expresszióit határoztuk meg. Méréseink alapján a mintapopulációnkban az Rn18S 

mutatta a legstabilabb expressziót, illetve legalacsonyabb szórást (11. ábra/a), így a 

további mérések esetén a különböző gének értékeit Rn18s-re vonatkoztatott relatív 

expresszióként ábrázoltuk. A kontroll és UUO-s mintákban az Rplp0, Hprt és Gapdh 

relatív expressziója egyenlőnek bizonyult, nem találtunk szignifikáns eltérést a csoportok 

között (11. ábra/b).  
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11. ábra. Gyakran használt referenciagének mRNS expressziója kontroll és UUO-n 

átesett egerek veseszövetében. Az Rplp0, Hprt, Gapdh és Rn18s expresszióját valós 

idejű PCR-rel határoztuk meg. Az értékeket az áttörési ciklusszámok (Cp) (a), illetve az 

Rn18s hányadosaként (b) ábrázoltuk, a kontroll csoport átlagértékére normalizálva. Az 

DOI:10.14753/SE.2021.2469



41 

oszlopdiagramon átlag + szórás adatok láthatóak (n=6-7/csoport). NS: nincs szignifikáns 

eltérés kontroll vs. UUO (t-próba) 

 

Az egér veseszövet Acta2 mRNS expressziója fokozódott UUO hatására. A változás 

mértéke 3,1-6,2-szeres érték között mozgott, attól függően, hogy az általunmk tervezett 

mα-SMASD, vagy az irodaloban használt mα-SMAL1, mα-SMAL2 vagy mα-SMAL3 

primerrel történt a mérés (12. ábra).  
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12. ábra. Acta2 mRNS expressziója kontroll és UUO-n átesett egerek 

veseszövetében. Az Acta2 expresszióját valós idejű PCR-rel, saját tervezésű mα-SMASD, 

illetve irodalmi forrásból származó mα-SMAL1, mα-SMAL2 és mα-SMAL3 primerekkel 

határoztuk meg. Az értékeket Rn18s hányadosaként ábrázoltuk, a kontroll csoport 

átlagértékére normalizálva. Az oszlopdiagramon átlag + szórás adatok láthatóak (n=6-

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

 

 

Hasonló markáns különbséget tapasztaltunk az Actb expresszió meghatározása esetén. 

Míg a saját tervezésű, mß-actinSD primer esetén - hasonlóan a többi referenciagénhez, 

nem tapasztaltunk eltérést a kontroll és UUO csoportok relatív expressziós értékei közt, 

addig az irodalmi forrásból származó mß-actinL1, mß-actinL2, mß-actinL3 primerekkel 

történt mérés alapján UUO hatására fokozódott a veseszövet Actb mRNS mennyisége 
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(13. ábra). A korrelációs vizsgálatok közepes, illetve szoros pozitív összefüggést mutattak 

az irodalmi ß-aktin primerekkel meghatározott Actb és a mα-SMASD primerrel 

meghatározott relatív Acta2 mRNS expressziók között (14. ábra), tehát minél magasabb 

egy minta Acta2 mRNS expressziója, annál magasabb Actb expressziót mutatnak az 

irodalmi primerekkel végzett PCR mérések. 

A
c
tb

/R
n

1
8
s 

m
R

N
S

e
x

p
r
e
ss

z
ió

mß-actin mß-actin L1 mß-actin L2 mß-actin L3

0

1

2

3
kontroll

UUO

NS

*

alkalmazott primer

*

*

 

13. ábra. Actb mRNS expressziója kontroll és UUO-n átesett egerek veseszövetében. 

Az Actb expresszióját valós idejű PCR-rel, saját tervezésű mß-actinSD, illetve irodalmi 

forrásból származó mß-actinL1, mß-actinL2 és mß-actinL3 primerekkel határoztuk meg. Az 

értékeket Rn18s hányadosaként ábrázoltuk, a kontroll csoport átlagértékére normalizálva. 

Az oszlopdiagramon átlag + szórás adatok láthatóak (n=6-7/csoport). NS: nincs 

szignifikáns eltérés (t-próba); *p<0,05 kontroll vs. UUO (t-próba) 
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14. ábra. Összefüggés a különböző primerekkel meghatározott Actb és Acta2 mRNS 

expressziója közt. Az individuális minták saját tervezésű mß-actinSD, illetve az irodalmi 

forrásból származó mß-actinL1, mß-actinL2 és mß-actinL3 primerekkel meghatározott Actb 
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expressziók (13. ábra) a saját tervezésű mα-SMASD primerrel kapott Acta2 expresszióval 

(14. ábra) való korrelációját Spearman módszerrel vizsgáltuk. r: korrelációs koefficiens 

 

4.1.6. Saját tervezésű human és patkány α-SMA és ß-aktin primerek templát-

specificitása 

A human és patkány α-SMA és ß-aktin primerek tervezésekor az egér primerekhez 

hasonlóképp jártunk el. A forward primerek anellációs pozícióit úgy terveztük, hogy az 

adott szekvencia szakasz a különböző aktin izoformák kapcsán a lehető legtöbb bázis 

eltérést tartalmazza, különösen a primerek 3’ végén (15. ábra).  

 

15. ábra. Hőtérkép a különböző aktin izoformákat kódoló szekvenciák (CDS) közti 

homológiáról a saját tervezésű human és patkány α-SMA és ß-actin primerek 

bekötődési szakaszán. Egymásra illesztve a human ACTA2, ACTB, ACTG1, ACTG2, 

illetve a patkány Acta2, Actb, Actg1, Actg2 szekvenciákat, minden nukleotidot 1-től 4-ig 

pontoztunk aszerint, hogy az adott pozícióban hány izoforma esetén fordul elő. A saját 

tervezésű hα-SMASD, hß-actinSD és rα-SMASD, rß-actinSD primerek anellációs pozícióit 

piros négyzettel jelöltük. 

 

A primerek specificitását human, illetve patkány Acta2 és Actb génfragmensek 

szekvenciáinak megfelelő (hα-SMAT, rα-SMAT, hß-actinT, rß-actinT) DNS templátok 

használatával végzett PCR reakciókkal vizsgáltuk. 

A PCR-ek során a saját tervezésű hα-SMASD primer a hα-SMAT, a rα-SMASD primer a 

rα-SMAT, a hß-actinSD primer a hß-actinT, a hß-actinSD primer pedig a hß-

actinT templáttal eredményezett megfelelő méretű és olvadáspontú terméket. A vizsgált 
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primerek egyikének alkalmazása sem vezetett nem-specifikus aktin izoformák DNS 

templátjának amplifikációjához (16. ábra). 

 

            

            

16. ábra. Saját tervezésű human és patkány α-SMA és ß-actin primerek templát-

specificitása. A PCR-ek során a hα-SMASD primer kizárólag a hα-SMAT templáttal 

eredményezett terméket, melynek olvadáspontja 81,7 °C, mérete a várt 111 bp-nak 

megfelelő. A hß-actinSD primer kizárólag a hß-actinT templáttal eredményezett PCR 

terméket, melynek olvadáspontja 86 °C, mérete a várt 114 bp-nak megfelelő. A rα-

SMASD primer kizárólag a rα-SMAT templáttal eredményezett PCR terméket, melynek 

olvadáspontja 82,8 °C, mérete a várt 106 bp-nak megfelelő. A rß-actinSD primer kizárólag 

a rß-actinT templáttal eredményezett PCR terméket, melynek olvadáspontja 83,4 °C, 

mérete a várt 106 bp-nak megfelelő.  
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4.2. IL-24 szerepe a szöveti átépülésben 

4.2.1. IL-24 kezelés hatása pdMF sejtek stresszrostorientációjára  

Az IL-24 sejtalakra alakjára gyakorolt hatását fluoreszcens mikroszkóp segítségével 

vizsgáltuk kezeletlen, illetve TGF-ß kezelés által aktivált pdMF sejteken. A kezeletlen, 

sejtek hosszúkás, elnyúlt alakkal, illetve párhuzamos stresszrosthálózattal rendelkeztek, 

mely jellemzők TGF-ß kezelés hatására tovább fokozódtak. IL-24 kezelés hatására 

azonban a sejtek lepedőszerű alakot vettek fel, a stresszrostok rendezettsége megszűnt, 

nőtt a stresszrostok sejt tengelyével bezárt szögének eloszlása (17. ábra/a, b). 

Génexpressziós vizsgálataink alapján IL-24 kezelés hatására fokozódott a sejtek ACTA2, 

ACTB, VIM, SNAI1 és SNAI2 mRNS expressziója (17. ábra/c). 

 

 

17. ábra. Az IL-24 hatása a duodenális fibroblasztok sejtalakjára. A pdMF sejtek α-

SMA (zöld) stresszrostjait immunfluoreszcens festéssel, mikroszkóp segítségével 

vizualizáltuk a különböző kezeléseket követően (a). Az individuális sejteken belüli 

stresszrostok orientációját grafikai analízissel határoztuk meg (b), a rostok sejtek 
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hosszanti tengelyével bezárt szögét azok 95%-os konfidenciaintervallumával (CImed°) 

jellemezve ábrázoltuk (n=35-40/csoport). A pontok az egyes sejtek értékeit 

szimbolizálják, míg a függőleges vonalak az adott kezelési csoport átlag + szórás adatait 

mutatják. A génexpressziós vizsgálatokat valós idejű PCR segítségével végeztük el. A 

hőtérképen (c) a vizsgált gének relatív mRNS expresszió változásainak mértékét 

logaritmikus skálán ábrázoltuk. A piros szín a kontroll csoport átlagához képest az 

emelkedést, a zöld szín a csökkenést jelzi. *p<0,05 vs. kontroll (Kruskal-Wallis teszt); 

#p<0,05 vs. TGF-ß (Kruskal-Wallis teszt) 

 

4.2.2. α-SMA akkumuláció WT és Il20rb -/- állatok veséjében UUO-t követően 

Az α-SMA renális lokalizációját fluoreszcens mikroszkóp segítségével vizsgáltuk. Az 

egészséges egerek veseszövetében alacsony α-SMA immunopozitivitást detektálunk, 

mely a vese erek simaizomsejteinek felelnek meg (18. ábra/a). Az UUO-n átesett egerek 

metszete ezzel szemben erős pozitivitást mutatott, különösen a tubulointersticiális 

területeken (18. ábra/b). 

A vese α-SMA fehérje mennyiségét Western blot módszerrel határoztuk meg WT és 

Il20rb -/- állatokban. Az egészséges állatok veseszövetében közel detektálhatatlan α-

SMA mennyisége UUO hatására nagymértékben fokozódott (18. ábra/c,d). Hasonlóképp, 

génexpressziós vizsgálataink alapján az Acta2 mRNS expressziója többszörösére 

emelkedett a 7, illetve 14 napos UUO-s csoportokban (18. ábra/e). Mind a fehérje, mind 

az mRNS szintű méréseink alapján az Il20rb -/- állatokban méréskeltebb volt az α-SMA 

akkumulációja a WT csoporthoz viszonyítva a 14 napos mintákban. 

A veseszövet hegesedését Masson trikróm, illetve SiriusRed szövettani festéseket 

követően, grafikai analízissel határoztuk meg. Mindkét eljárás alapján látható, hogy 

(hasonlóan az SMA-hoz) UUO hatására fokozódott a fibrózissal érintett terület aránya 

(18. ábra/f, g). A 14 napos mintákban az Il20rb -/- állatokban a WT egerekben 

tapasztaltakhoz képest a heges terület kiterjedése kisebb volt. 
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18. ábra. α-SMA akkumulációja WT és Il20rb -/- állatok veséjében UUO-t követően. 

Az α-SMA-pozitív fibroblasztok megjelenését immunfluoreszcens festést követően 

DOI:10.14753/SE.2021.2469



48 

(zöld), fluoreszcens mikroszkóp segítségével vizualizáltuk kontroll (a), illetve unilaterális 

uréter obstrukción (UUO) átesett (b) egerek vesemetszetén. A sejtmagokat DAPI 

festéssel (kék) tettük láthatóvá. Az IL-24 vese szöveti átrendeződésére gyakorolt hatását 

vad típusú (WT), illetve IL-24 receptorának egyik alegységét nem expresszáló, génkiütött 

(Il20rb -/-) állatokon 7, illetve 14 napos UUO-t követően vizsgáltuk. A veseszövet α-

SMA fehérje mennyiségét (c, d) Western blot segítségével, az Acta2 mRNS expresszióját 

(e) valós idejű PCR módszerrel határoztuk meg. A relatív értékeket a GAPDH fehérje, 

illetve Rn18s mRNS referenciák hányadosaként ábrázoltuk, a WT 0 csoport átlagértékére 

normalizálva. A veseszövet hegesedéssel érintett területének arányát grafikai analízissel 

határoztuk meg Masson (f), illetve SiriusRed (g) szövettani festéseket követően. A 

diagramokon átlag + szórás adatok láthatóak (n=6-8/csoport). *p<0,05 vs. WT 0 nap (két-

szempontos ANOVA); #p<0,05 WT vs. Il20rb -/- az adott napon (Mann-Whitney U-teszt) 

 

4.2.3. α-SMA akkumuláció WT és Il20rb -/- állatok vastagbelében DSS kezelést 

követően, illetve WT állatokban lokális IL-24 kezelést követően 

Az α-SMA intesztinális lokalizációját fluoreszcens mikroszkóp segítségével vizsgáltuk. 

Az egészséges egerek vastagbél szövetében magas α-SMA immunopozitivitást 

detektálunk, mely jelet elsősorban a muscularis externa hosszanti és körkörös izomrostjai, 

a muscularis mucosae és a szubepitelialis miofibroblasztok eredményezik (19. ábra/a).  

Az α-SMA fehérje mennyiségét Western blot módszerrel határoztuk meg WT és Il20rb -

/- állatokban. Bár az egészséges állatok bélszövet homogenizátumában magas α-SMA 

alapjelet detektáltunk, WT állatok DSS kezelését követően emelkedett a mennyisége, míg 

Il20rb -/- állatokban nem változott (19. ábra/b, d). WT egerek vastagbelének lokális, 

rekombináns IL-24 injekcióval történő kezelése hatására az α-SMA fehérjemennyiségét 

vizsgálva nem tapasztaltunk változást, azonban az Acta2 mRNS expressziója kétszeresére 

emelkedett a kontroll csoporthoz viszonyítva (19. ábra/c, e). 

További méréseink alapján az egerek DSS-sel történő kezelése (19. ábra/f), illetve a 

lokális IL-24 injekció (19. ábra/g) fokozta a fibrózis-asszociált gének mRNS 

expresszióját. A DSS-indukálta expresszió emelkedés mértéke az Il20rb -/- állatokban 

méréskeltebb volt a WT csoporthoz viszonyítva (19. ábra/f).  
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19. ábra. α-SMA akkumuláció WT és Il20rb -/- állatok vastagbelében DSS kezelést 

követően, illetve WT állatokban lokális IL-24 kezelést követően. Az α-SMA 

lokalizációját immunfluoreszcens festést követően (zöld), fluoreszcens mikroszkóp 

segítségével vizualizáltuk kontroll egerek vastagbél metszetén (a). A sejtmagokat DAPI 

festéssel (kék) tettük láthatóvá. Az IL-24 avastagbél szöveti átrendeződésére gyakorolt 

hatását DSS kezelést követően (b, d, f) vad típusú (WT), illetve IL-24 receptorának egyik 

alegységét nem expresszáló, génkiütött (Il20rb -/-) állatokon, illetve WT állatok 
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bélszövetének lokális, rekombináns IL-24 kezelését követően (c, e, g) vizsgáltuk. A 

bélszövet α-SMA fehérje mennyiségét (b-e) Western blot segítségével, az Acta2 mRNS 

expresszióját (e) valós idejű PCR módszerrel határoztuk meg. A relatív értékeket a 

GAPDH fehérje, illetve Rn18s mRNS referenciák hányadosaként ábrázoltuk, a WT 

kontroll csoport átlagértékére normalizálva. A hőtértképeken (f, g) a fibrózis asszociált 

gének relatív mRNS expresszió változásainak mértékét logaritmikus skála alapján 

ábrázoltuk. A piros szín a kontroll csoport átlagához képest az emelkedést, a zöld szín a 

csökkenést jelzi. A diagramokon átlag + szórás adatok láthatóak (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. PARK7 szerepe a bélmukóza oxidatív károsodásában cöliákia során 

4.3.1. PARK7 jelenléte duodenális epitél sejtekben 

A fluoreszcens mikroszkóppal készült képek alapján a bélhámban a kripták epitél sejtjei, 

illetve a lamina propria sejtjei expresszálják a PARK7 fehérjét. A beteg minták epitél 

sejtjeiben fokozott PARK7 jelenlétet tapasztaltunk (20. ábra/a). Hasonlóképp, erőteljes 

PARK7 immunopozitivitást detektáltunk a doudenális eredetű, FHs74Int sejtvonalon is 

(20. ábra/b).  

 

20. ábra. PARK7 jelenléte doudenális epitél sejtekben. A PARK7 (piros) 

lokalizációját immunfluoreszcens festés segítségével vizsgáltuk kontroll és cöliákiában 

szenvedő gyerekek (CD) vékonybél biopsziamintáin (a), illetve FHs74Int sejtekben (b). 

A sejtmagokat DAPI festéssel (kék) tettük láthatóvá. 

4.3.2. A Comp23 kezelés hatása az intracelluláris ROS akkumulációra 

A Comp23 hatóanyag intracelluláris ROS akkumulációra kifejtett hatását DCFDA, 

redox-szenzitív fluoreszcens festék alapú sejtes teszt segítségével vizsgáltuk. Az 

FHs74Int sejtek H2O2-dal történő expozíciója dózisdependens ROS akkumulációt 

eredményezett, melyet a Comp23 kezelés minden vizsgált koncentráció esetén 

csökkentett (21. ábra/a, b).  
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Génexpressziós vizsgálataink alapján H2O2 hatására csökkent a sejtek NRF2, NQO1 és 

GCLC, illetve fokozódott a HMOX1 mRNS expressziója, míg az oxidatív körülmények 

között a Comp23 kezelés fokozta az NRF2, HMOX1, NQO1, TRX1 és GCLC mRNS 

expressziót (21. ábra/c). 

 

21. ábra. Comp23 hatása az FHs74Int sejtek ROS akkumulációjára. Az FHs74Int 

sejteket különböző koncentrációjú H2O2-dal kezeltük Comp23 (0,001 µM) hiányában, 

illetve jelenlétében. A reprezentatív pontdiagram (a) a DCFDA redox-szenzitív festékkel 

töltött sejtek fluoreszcenciaintenzitásának (FI) időbeli változását mutatja 1000 µM-os 

H2O2 expozíciót követően Comp23 hiányában, illetve jelenlétében. A hegedű diagramon 

(b) a DCFDA FI időbeli változásából eredő görbe meredekségét ábrázoltuk a különböző 

koncentrációjú kezelési csoportokban. Az 1000 µM-os H2O2 csoport kapcsán végzett 

génexpressziós vizsgálatokat valós idejű PCR segítségével végeztük el. Az értékeket 

Rn18s hányadosaként ábrázoltuk, a kontroll csoport átlagértékére normalizálva. A pont- 

és oszlopdiagramon átlag + szórás adatok láthatóak (n=5/csoport). $p<0,05 vs. Ø 

hatóanyag adott H2O2 koncentráció mellett (többszörös t-próba); *p<0,05 vs. kontroll + 

Ø hatóanyag (Mann-Whitney U-teszt); #p<0,05 vs. H2O2 + Ø hatóanyag (Mann-Whitney 

U-teszt) 
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4.3.3. A Comp23 kezelés hatása az oxidatív stressz indukálta sejthalálra 

A Comp23 hatóanyag oxidatív stressz indukálta citotoxicitásra kifejtett hatását MTT 

sejtviabilitás, LDH citotoxicitás, illetve Annexin V apoptózis tesztek segítségével 

követtük nyomon. Az FHs74Int sejtek H2O2-dal történő expozíciója erőteljes sejthalált 

eredményezett, amelyre a csökkent MTT életképességi szignál (22. ábra/a), a felülúszóba 

kijutott LDH enzim fokozott aktivitása (22. ábra/b), valamint az Annexin V pozitív 

apoptotikus sejtek fokozott aránya (22. ábra/c, d) utal. A Comp23 kezelés csökkentette 

ezen változások mértékét, javította a sejtek oxidatív körülmények közti túlélését. 

Génexpressziós vizsgálataink alapján H2O2 hatására csökkent a sejtek TP53, BCL2 és 

BAX, illetve fokozódott a PCNA mRNS expressziója, míg a Comp23 kezelés fokozta a 

TP53, PCNA, CDKN1A, BCL2 és BAX oxidatív körülmények közötti mRNS 

expresszióját (22. ábra/e). 

 

22. ábra. Comp23 hatása az oxidatív stressz indukálta sejthalálra FHs74Int 

sejteken. Az FHs74Int sejteket különböző koncentrációjú Comp23 hatóanyaggal 

kezeltük H2O2 (1000 µM) hiányában vagy jelenlétében, majd a sejtek életképességét 

MTT teszt (a), a sejthalál mértékét a LDH teszt (b), az apoptotikus sejtek arányát Annexin 
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V teszt (c, d) segítségével határoztuk meg. A 0,001 µM-os Comp23 csoport kapcsán 

végzett génexpressziós vizsgálatokat valós idejű PCR segítségével végeztük el (e). Az 

értékeket Rn18s hányadosaként ábrázoltuk, a kontroll csoport átlagértékére normalizálva. 

A diagramokon átlag + szórás adatok láthatóak (a, b, e: n=5/csoport, c: n=9/csoport). 

*p<0,05 vs. kontroll + Ø hatóanyag (a, b, c: két-szempontos ANOVA, e: Mann-Whitney 

U-teszt); #p<0,05 vs. H2O2 + Ø hatóanyag (a, b, c: két-szempontos ANOVA, e: Mann-

Whitney U-teszt) 

 

4.3.4. A Comp23 kezelés hatása az oxidatív stressz indukálta sejtváz károsodásra  

A bélmukóza epitél sejtjeinek sejtvázrendszerét a metszetek, filamentáris aktinhoz kötődő 

fluorofórral jelölt falloidinnel történő festését követően, fluoreszcens mikroszkóp 

segítségével vizualizáltuk. 

Az egészséges bélmukóza epitél sejtjeit az aktin fluoreszcens szignálja határozottan 

rajzolja körül, erőteljes, apikális, bazális, illetve laterális festődést láthatunk mind a 

bélbolyhok, mind a kripták enterocitáinak körvonalának megfelelően. A cöliákiás 

betegekből származó metszetek azonban merőben más festődést mutattak. Az epitél 

sejtek kontrasztos festődése helyett szemcsés jelet tapasztaltunk a sejtek citoplazmájában, 

a lateralis fluoreszcens szignál szinte teljes egészében eltűnt (23. ábra/a).  

Hasonló változást tapasztaltunk az FHs74Int duodenális epitél sejtvonalon oxidatív 

stressz hatására. Kezeletlen sejtekben az aktin rostszerű hálózata ép sejtvázra utal, míg 

H2O2 kezelés hatására az addig filamentáris aktin pontszerű aggregátumokat képez. Az 

immunfluoreszcens képeken jól megfigyelhető az oxidatív stressz indukálta citotoxicitás 

is, erre utalnak a kipukkadt sejtek maradványai, melyeket az ábrán fehér nyilakkal 

jelöltünk. A Comp23 kezelés mérsékelte az oxidatív stressz által kiváltott károsodást, 

mérsékeltebb aktin csomósodás, megőrzött sejtváz volt megfigyelhető (23. ábra/b, c).  
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23. ábra. Duodenális epitél sejtek sejtvázkárosodása cöliákiás betegből (CD) 

származó biopszia mintán, illetve FHs74Int sejteken oxidatív stressz hatására. Az 

aktin sejtváz állapotát falloidin festést követően (narancs), fluoreszcens mikroszkóp 

segítségével vizualizáltuk kontroll, valamint cöliákiás gyermekek vékonybél biopsziáján 

(a), illetve FHs74Int sejteken 1000 µM H2O2 és/vagy 0,001 µM Comp23 kezelést 

követően (b). A sejtmagokat DAPI festéssel (kék) tettük láthatóvá. A károsodott sejtvázú 

sejtek arányát (c) grafikai analízis segítésével határoztuk meg. A különböző mértékben 
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károsodott sejtek arányát a látótérben levő teljes sejtszámra vonatkoztatva adtuk meg 

(n=400-500/csoport). *p<0,05 vs. kontroll + Ø hatóanyag; #p<0,05 vs. H2O2 + Ø 

hatóanyag (Khí-négyzet próba) 

 

4.3.5. A Comp23 kezelés hatása az oxidatív stressz indukálta sejtadhéziós károsodásra 

Az aktin sejtváz, illetve a ZO-1, sejtadhéziós molekulák intracelluláris lokalizációját 

fluoreszcens mikroszkóp segítségével vizsgáltuk az FHs74Int sejtek falloidin-, illetve 

immunfluoreszcens festését követően. 

Kezeletlen sejtekben, ahol az aktin-festés ép, egészséges sejtvázat mutatott, a ZO-1 az 

aktin filamentumokkal kolokalizált. H2O2 kezelést követően azonban azokban a 

sejtekben, melyekben a károsodás hatására az aktin intracelluláris aggregátumokat 

képzett, a ZO-1 disszociált az aktinról, és a citoplazmába került. A sejtek Comp23 

hatóanyaggal történő kezelése amellett, hogy javította az aktin sejtváz állapotát, 

normalizálta a ZO-1 sejtadhéziós fehérje lokalizációját (24. ábra/a).  

Génexpressziós vizsgálataink alapján a Comp23 kezelés fokozta az FHs74Int sejtek H2O2 

expozíció hatására csökkent ZO1, CDH1, VCL és ITGB5 mRNS expresszióját (24. 

ábra/a). 
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24. ábra. Comp23 hatása az oxidatív stressz indukálta sejtadhéziós károsodásra 

FHs74Int sejteken. Az aktin sejtváz (piros) és ZO-1 sejtadhéziós molekula (zöld) 

kolokalizációját immunfluoreszcens festést követően, fluoreszcens mikroszkóp 

segítségével vizualizáltuk FHs74Int sejteken 1000 µM H2O2 és/vagy 0,001 µM Comp23 

kezelést követően (a). A sejtmagokat DAPI festéssel (kék) tettük láthatóvá. A 

génexpressziós vizsgálatokat valós idejű PCR segítségével végeztük el (b). Az értékeket 

Rn18s hányadosaként ábrázoltuk, a kontroll csoport átlagértékére normalizálva. A 
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diagramokon átlag + szórás adatok láthatóak (n=5/csoport). *p<0,05 vs. kontroll + Ø 

hatóanyag (Mann-Whitney U-teszt); #p<0,05 vs. H2O2 + Ø hatóanyag (Mann-Whitney 

U-teszt) 

 

4.3.6. A Comp23 kezelés hatása a bél permeabilitására 

Immunfluoreszcens festés segítségével kimutattuk, hogy az egerek vékonybélszövetének 

H2O2-dal történő kezelése jelentős sejtvázkárosodáshoz vezet (25. ábra). Míg az 

egészséges bélszöveten az aktin fluoreszcens jele körülrajzolja az epitél sejteket, addig 

H2O2 kezelést követően a kontúros festődés helyett szemcsés jelet tapasztaltunk 

citoplazmájukban, és a laterális fluoreszcens szignál szinte teljes egészében eltűnt.  

 

 

25. ábra. Duodenális epitél sejtek sejtvázkárosodása egerekből származó 

vékonybélszövet mintán. Az aktin sejtváz állapotát falloidin festést követően (narancs), 

fluoreszcens mikroszkóp segítségével vizualizáltuk kontroll, illetve 30 perces, 1000 µM 

H2O2 kezelést követően. A sejtmagokat DAPI festéssel (kék) tettük láthatóvá. 
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A Comp23 bélhám integritásra gyakorolt hatását kontroll, illetve Comp23 kezelt 

egerekből származó vékonybél preparátumok permeabilitásvizsgálata segítségével 

tanulmányoztuk. A kísérlet során intesztinális zsákokat preparáltunk, melyeket festékkel 

töltöttük fel. H2O2-dal történő kezelés hatására fokozódott a zsákokba töltött festék 

kioldódása. A Comp23 hatóanyaggal előkezelt állatokból származó preparátumok 

permeabilitása szignifikánsan alacsonyabb volt mind a kezeletlen, mind a H2O2 kezelt 

csoportok tekintetében (26. ábra). 

 

26. ábra. Comp23 hatása a vékonybél preparátumok permeabilitására. A kezeletlen, 

illetve Comp23 kezelt egerekből származó intesztinális zsákokat 0 µM vagy 1000 µM 

H2O2 koncentrációjú, DMEM tápoldatban oldott 0,1% evans kék festékkel töltöttük fel. 

A festék kioldódásának mértékét 4 órán át, 20 percenkénti mintavétellel határoztuk meg. 

A diagramokon átlag + szórás adatok láthatóak (n=7-9/csoport). *p<0,05 0 µM H2O2 vs. 

1000 µM H2O2; #p<0,05 0 µM H2O2 vs. 0 µM H2O2 + Comp23; $p<0,05 1000 µM H2O2 

vs. 1000 µM H2O2 + Comp23 (két-szempontos ANOVA) 
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5. Megbeszélés 

5.1. α-SMA és ß-aktin specifikus PCR primerek 

Az aktin fehérjecsaládot 6 különböző izoforma alkotja [31], melyek közül az α-SMA és 

ß-aktin fontossága kiemelendő, különösen a szöveti átrendeződéssel kapcsolatos 

kutatások kapcsán. A szöveti átrendeződés, sebgyógyulás, hegesedés témájában 

gyarapodó tanulmányok megkerülhetetlen eleme az α-SMA, mely az említett 

folyamatokban kulcsfontosságú szereppel bíró miofibroblasztok biomarkere [6]. Még 

szélesebb körben ismert talán a ß-aktin, mely évente tanulmányok ezreiben jelenik meg, 

mint molekuláris biológiai mérések referenciagénje vagy -fehérjéje [71]. Bár a különböző 

aktin izoformákat különböző gének kódolják, az aminosav- és nukleotidszekvenciájuk 

közti homológia megközelíti a 90%-ot (5. ábra) [31]. Az izoformák magas 

homológiájából adódik, hogy a különböző aktin gének egy-egy, az átlagos primerek 

hosszának megfelelő 20-25 bázispárnyi szakaszán mindössze 3-4 db véletlenszerűen 

elhelyezkedő báziseltérés található. Amennyiben ezt tervezéskor nem vesszük 

figyelembe, a primerek nem lesznek képesek diszkriminálni a különböző aktin izoformák 

közt, és a PCR-ek során a mérés eredményét torzító aspecifikus termékek keletkezhetnek. 

Jelen tanulmány célja az alapkutatások során leggyakrabban használt fajok, így egér, 

human és patkány α-SMA és ß-aktin mRNS expresszió meghatározására alkalmas 

izoforma-specifikus valós idejű PCR módszer kifejlesztése és validálása. Emellett 

felmérjük, mekkora figyelmet fordít a jelenségre a szakirodalom, illetve az egyik 

leggyakrabban használt experimentális vesefibrózis modellen szemléltetjük, milyen 

torzítást okozhat a nem izoforma-specifikus reakciók használata.  

A PCR során a DNS polimeráz a bekötődött primer 3’ végétől, 5’-3’ irányba építi fel az 

új DNS szálat a tamplát szál szekvenciája alapján [72]. Ezért a primer 3’ végén levő 

bázisegyezések és -eltérések határozzák meg a legnagyobb mértékben a primerek templát 

DNS-hez való bekötődését, így a PCR specificitását [73, 74]. Mindezek miatt izoforma-

specifikus primereink tervezése során olyan szakaszokat kerestünk, ahol legtöbb a 

báziseltérés az elkülöníteni kívánt aktin izoformák szekvenciái között, és kiemelt 

figyelmet fordítottunk arra, hogy ezek főként a primerek 3’ végén lokalizálódjanak, így 

biztosítva specifikus anellációjukat (5. ábra/b, 15. ábra).  

Kísérletünk első lépéseként az egér Acta2 és Actb mRNS expresszió meghatározásához 

alkalmas saját tervezésű mα-SMASD és mß-actinSD primerek templát-specificitását 
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ellenőriztük Acta2, Actb, Actg1 és Actg2 izoformák kódoló szakaszainak megfelelő 

szekvenciájú mα-SMAT, mß-actinT, mγ-cyto-actinT, illetve mγ-smooth-actinT 

mesterséges oligonukleotidokat használva templátként. Az mα-SMASD primer a mα-

SMAT templáttal, a mß-actinSD primer pedig a mß-actinT DNS templáttal eredményezett 

PCR terméket, nem tapasztaltunk keresztreakciót az elsődlegesen elkülöníteni kívánt, 

nem specifikus izoforma templátjával (6. ábra). Bár a mß-actinSD primert használva a 

PCR felsokszorozta a mγ-cyto-actinT oligonukleotidot is, úgy véljük, a primer 

használható a későbbi mérések során. A két szóban forgó, Actb és Actg1 izoforma 

homlógiája még kifejezettebb, és a primer bekötődési szakaszán – ahol biztosítani tudjuk 

az Acta2 és Actb közti differenciációt, az Actb és Actg1 szekvenciája nem tartalmaz annyi 

báziseltérést, hogy a keresztreakciót kiküszöbölhessük (5. ábra/a). A szekvenciabeli 

hasonlóság azonban biológiai azonossággal is jár. A szintén citoplazmatikus Actg1 

állandó expressziós szintet mutató gén, így referenciaként is gyakran alkalmazzák [34], 

emellett a különböző RNS expressziós adatbázisok alapján szöveti jelenléte az Actb 

töredéke [75-77]. Mindezek alapján az eredményeink azt mutatják, hogy a saját tervezésű 

primereink alkalmas az egér Acta2 és Actb mRNS expresszió meghatározására.  

A validáció következő lépésként meghatároztuk a mα-SMASD és mß-actinSD primerekkel 

végzett PCR-ek hatásfokát. A kalibrációs görbék meredekségéből számított amplifikációs 

koefficiensek az elvárt 1,8-2,2 tartományba [78, 79] estek (7. ábra). 

Végezetül a mα-SMASD és mß-actinSD primerek specifikusságát experimentális 

kísérletből származó mintákon ellenőriztük. A kísérlet során egér veseszövetből izolált 

RNS-ből származó komplementer DNS-t használtunk, melyek esetén tehát a minták 

kevert, így potenciális keresztreakcióra alkalmas DNS templátokat is tartalmaztak.   Az 

mα-SMASD és mß-actinSD primerek által végzett PCR végeztével kapott termékek 

szekvenciáit Sanger-szekvenálással határoztuk meg. A kapott nukleotidsorrendet az 

Acta2, Actb, Actg1 és Actg2 kódoló szakaszára illesztve az tapasztaltuk, hogy a PCR 

termékek szekvenciája megegyezik a saját referencia génjeik szekvenciájával (8. ábra), 

tehát a reakciók valódi, experimentális mintából származó templátokon is specifikusak és 

jól használhatóak. Sőt, megerősítést nyert a sejtésünk, miszerint a mesterséges templátok 

esetén az mß-actinSD primer mγ-cyto-actinT-nal tapasztalt keresztreakciója valódi, 

természetes mintán nem okoz mérési hibát. 
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Folytatásként megvizsgáltuk a hipotézisünk, miszerint az α-SMA és ß-aktin expresszió 

meghatározása az átlagosnál nagyobb körültekintést igényel. Neves szaklapokból 

véletlenszerűen gyűjtött, egér α-SMA és ß-aktin mRNS expresszió meghatározásához 

használt PCR primerek szekvenciáit az aktin izoformák kódoló szakaszára illesztve 

átlagosan 3 darab, elszórtan elhelyezkedő báziseltérést találtunk (10. ábra). Ez a mintázat 

arra utal, hogy a primerek tervezésekor nem vették figyelembe a különböző aktin 

izoformák közti nagyfokú homológiát. Az egér Acta2 és Actb kódoló szakaszokinak 

megfelelő mesterséges oligonukleotidokkal végzett PCR-ek során bizonyítottuk, hogy 

ezen irodalmi forrásból származó primerek nem csak a névleges target templátot 

sokszorozzák fel, hanem a nem-specifikus izoformákat is (10. ábra). Mivel egy PCR 

során a primer bekötődés specificitása bizonyos mértékig befolyásolható az anellációs 

hőmérséklet megváltoztatásával, a fent bemutatott, optimális anellációs hőmérsékleten 

végzett kísérleteinket megismételtük úgy is, hogy ± 2 °C-kal módosítottuk a beállításokat. 

Méréseink alapján az anellációs hőmérsékletek változtatása nem volt hatással a reakciók 

specificitására. 

A fent ismertetett jelenség biológiai relevanciáját, a nem specifikus primerekkel történő 

PCR által eredményezett esetleges mérési hibákat UUO-n átesett egerek vesemintáján 

szemléltettük. Mintapopulációnkon elsőként különböző, gyakran használt 

referenciagének expresszióját határoztuk meg. Méréseink alapján nem volt különbség a 

kontroll és UUO-s csoportok Rplp0, Hprt, Gapdh és Rn18s mRNS expresszió értékeiben 

(11. ábra). Méréseink alapján a mintapopulációnkban az Rn18S mutatta a legstabilabb 

expressziót, illetve legalacsonyabb szórást. Így a további mérések során a génexpressziós 

adatokat az Rn18s hányadosaként határoztuk meg. 

Következő lépésként saját tervezésű és irodalmi forrásból származó primerek 

segítségével meghatároztuk ugyanazon minták α-SMA és ß-aktin izoformáinak mRNS 

expresszióját. A vesehegesedés egyik leggyakrabban használt modelljében, az UUO-n 

átesett egerek veséjében nagymértékű felszaporodása figyelhető meg az α-SMA pozitív 

fibroblaszt sejteknek [19]. Ennek megfelelően, méréseink alapján UUO hatására az egér 

vesék Acta2 expressziója mind a négy mérés alapján fokozódott, azonban a változás 

mértéke 3- és 6-szoros között változott, attól függően, melyik primert használtuk (12. 

ábra). Az eltérések hátterében a PCR-ek többi aktin izoformával történő keresztreakciója 

áll. Az Actb esetén még szembetűnőbb különbségeket tapasztaltunk. Míg a saját 
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tervezésű, bizonyítottan specifikus mß-actinSD primerrel mérve (ugyanúgy, mint a többi 

referenciagén, az Rplp0, Hprt, Gapdh és Rn18s esetén) nem tapasztaltunk különbséget a 

kontroll és UUO-s csoportok mintái között, addig az irodalmi primereket használva 1,5-

2-szeres emelkedés volt megfigyelhető (13. ábra). Feltételezésünket, miszerint a fenti 

PCR mérések során tapasztalt Actb álpozitív emelkedése hátterében a nem-specifikus 

primerek többi izoformával, különösen a fibrotikus szövetben többszörösére emelkedő 

Acta2-val történő keresztreakció állhat, korrelációs vizsgálataink eredményei is 

alátámasztották. Adataink alapján közepes, illetve szoros pozitív összefüggés van az 

egyes mintákban mért álpozitív Actb emelkedés mértéke és a minta Acta2 expressziója 

között (14. ábra). Mindez azt jelenti, hogy amennyiben az UUO-s modellünkben az 

irodalmi ß-aktin primereket használnánk referenciaként – ahogy a forrástanulmányokban 

ezt tették, akkor minden célgén esetén a valódi expresszió 50-75%-át határoznánk meg 

az UUO-s csoportban, hibásan. Ez nem csupán torzítaná egy-egy gén kontroll csoporthoz 

viszonyított expresszióváltozásának mértékét, de akár a változás irányát is módosíthatja. 

Miután felmértük problémafelvetésünk relevanciáját, illetve validáltuk az egér minták 

Acta2, illetve Actb mRNS expressziójának meghatározására fejlesztett PCR-einket, 

tapasztalataink függvényében másik két, az alapkutatásban leggyakrabban használt 

mintaforrás, a humán, illetve a patkány mintákra alkalmas primereket is megterveztük 

(15. ábra). Mesterséges DNS templáttal végzett méréseink alapján ezen reakciók is 

izoforma-specifikusak, nem detektáltunk keresztreakciót a differenciálni kívánt aktin 

oligonukleotidjával (16. ábra).  
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5.2. IL-24 szerepe a szöveti átépülésben 

Az elmúlt években az IL-24 sebgyógyulás, illetve krónikus gyulladás folyamatában 

játszott szerepét számos tanulmány felvetette [42]. Kutatócsoportunk kimutatta az IL-24 

fokozott expresszióját cöliákiában [80], IBD-ben (nem publikált adat), valamint CKD-

ban [81] szenvedő betegek szövetmintáin. Az IL-24 pontos biológiai funkcióját 

különböző in vitro és in vivo modellekben vizsgáltuk. 

A bélszövet fiziológiás struktúrája egy kényes egyensúly eredménye, hiszen a bélhám 

felszínén elhelyezkedő sejtek folyamatos „eróziónak” vannak kitéve. A lumennel határos, 

gyorsabban pusztuló epitél sejteket a Lieberkühn kripták védett mélységében szaporodó, 

majd a felszíni régióba migráló sejtek pótolják [24]. Az epitél sejtek vándorlását támogató 

szilárd felszínt a szubepiteliális miofibroblasztok által termelt bazális membrán biztosítja 

[82]. Cöliákia során fellépő krónikus gyulladás megzavarja az epitél sejtek és 

fibroblasztok összehangolt működését, jellegzetes szövettani eltérést eredményezve, mint 

amilyen a kripta hiperplázia és a boholyatrófia. Roncoroni és munkatársai korábban 

kimutatták, hogy míg az egészséges szövetmintákból izolált fibroblasztok hosszúkás, 

elnyúlt alakúak, addig a cöliákiás mintákból származó sejtek inkább lepedőszerűek, a 

sejtfelszíni fehérjéik kör alakban rendeződnek, s a megváltozott morfológiához csökkent 

motilitás társul [24, 25]. 

Az IL-24 – cöliákia kapcsolatát célzó vizsgálataink során egészséges bélszövetből izolált 

primer fibroblasztok sejtalakját vizsgáltuk rekombináns IL-24 fehérjével való kezelést 

követően. A kísérletben pozitív kontrollként TGF-ß kezelést alkalmaztunk, mely az egyik 

legismertebb fibroblaszt stimuláló növekedési faktor, fokozva a sejtek motilitását és 

ECM-termelését [12, 83]. Az alapvetően hosszúkás alakú sejtekben az α-SMA 

stresszrostok TGF-ß hatására még inkább a sejtek hossztengelyével párhuzamosan 

rendeződtek, míg IL-24 kezelés hatására a sejtek lepedőszerű alakot vettek fel, és az 

intracelluláris rosthálózatuk kör-szerűen rendeződött át (17. ábra/a, b). Génexpressziós 

vizsgálataink alapján a morfológiai jelenség hátterében az sejtváz strukturális 

komponenseinek változása állhat, IL-24 kezelt sejtekben ugyanis fokozódott az α-SMA 

(ACTA2), ß-aktin (ACTB) és vimentin (VIM) struktúrelemek, illetve a sejtadhézió 

szabályzásában résztvevő cinkujj fehérje transzkripciós faktorok (SNAI1, SNAI2) mRNS 

expressziója (17. ábra/c). Mivel a fibroblasztok fontos szerepet játszanak a sérült 

bélnyálkahártya reepitelizációs folyamataiban, feltételezhető, hogy e megváltozott 
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fenotípus befolyásolhatja a szöveti átrendeződéssel járó betegségek, így a cöliákia 

progresszióját. Az IL-24 szöveti gyógyulásra, hegesedésre gyakorolt hatásának tisztázása 

azonban jóval komplexebb feladat. 

A fibroblasztokra gyakorolt direkt hatása mellett eredményeink arra utalnak, hogy az IL-

24 közvetett módon is fibroblaszt aktivációhoz vezethet. Vese [81] és a bél (nem publikált 

adat) epitél sejteken kimutattuk, hogy az IL-24 kezelés fokozza a TGF-ß, illetve PDGF-

B profibrotikus citokinek termelését. A citokin in vitro tapasztalt hatásainak eredőjét 

különböző állatmodelleken vizsgáltuk. 

Az Il20rb -/- egereken végzett vizsgálataink segítenek az IL-24 szerepének megértésében, 

segítségükkel választ kaphatunk arra, mi történik a szöveti átrendeződés során akkor, ha 

a citokin receptora nem funkcióképes, így az nem tudja ellátni feladatát. 

Az IL-24 vesefibrózisra gyakorolt hatását UUO-n átesett egereken vizsgáltuk. Egy 

korábban megjelent tanulmányunkban [84] kimutattuk, hogy újszülött patkányok 

veséjében UUO hatására a szöveti átrendeződés folyamatában kiemelt szerepet játszó 

mátrix metalloproteázok mellett az IL-24 expressziója emelkedett meg a legnagyobb 

mértékben.  

Elsődleges markerként az α-SMA mennyiségét határoztuk meg a veseszövetben. 

Modellünkben e marker használhatóságát és érzékenységét jól jelzi, hogy egészséges 

veseszövetben szinte detektálhatatlan az α-SMA fehérje jelenléte (18. ábra/a, c), csupán 

az erek simaizomrétege expresszálja azt [19], azonban UUO hatására erőteljes 

miofibroblaszt akkumuláció figyelhető meg (18. ábra/b, c), melyet a fokozott intersticiális 

α-SMA immunopozitivitás is bizonyít. Irodalmi adatok alapján az intersticiális α-SMA 

expresszió mértéke előre jelezheti a krónikus veseelégtelenség progresszióját, a 

vesefunkció romlását [85, 86]. Az Il20rb -/- állatok veseszövetében kevésbé emelkedett 

α-SMA fehérje (18. ábra/c,d) és Acta2 (18. ábra/e) mRNS szintet detektáltunk a 14 napos 

WT csoporthoz viszonyítva, ami mérsékeltebb miofibroblaszt aktivációra utal. Ezzel 

összhangban, a szövettani festések alapján a hegesedés mértéke enyhébb volt a 14. napon 

az Il20rb -/- állatokban a WT csoporthoz képest (18. ábra/f, g).  

Az IL-24 citokinnek a bélmukóza szöveti átrendeződésére gyakorolt hatását DSS-

indukálta kólitisz modellen, illetve lokális, rekombináns IL-24 injekcióval történő 

kezelést követően vizsgáltuk. Ahogy az fluoreszcens mikroszkóppal készült képen jól 

látszik, a kontroll egerekből kioperált vastagbélszövet (a veseszövettől eltérően) erős α-
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SMA pozitivitást mutat, főként a körkörös és hosszanti simaizomrétegének köszönhetően 

(19. ábra/a). Ennek megfelelően Western blot analízis során az egészséges bélszövetben 

esetén is erős jelet detektálunk (19. ábra/b, c). A robosztusnak számító, 19 napos DSS-es 

modell esetén fehérjeszinten egy (a veseszövet esetén tapasztalthoz képest) kismértékű 

α-SMA növekedést tapasztaltunk a WT állatokban, mely az Il20rb -/- állatokon nem volt 

megfigyelhető (19. ábra/b, d). Ez az eredmény összhangban van az UUO-s modellen 

tapasztalttal, miszerint az Il20rb -/- fenotípus antifibrotikus tulajdonsággal bír. Mindezt 

az is alátámasztja, hogy a bélszövet alacsonyabb α-SMA fehérjeszintje mérsékeltebb 

profibrotikus génexpressziós profillal társult (19. ábra/f). 

Az Il20rb -/- állatokon végzett kísérletek kiegészítéseként WT egerek bélszövetét lokális, 

rekombináns IL-24 injekcióval kezeltük. Western blot mérésünk alapján az α-SMA 

fehérje mennyisége nem változott a kezelés hatására, azonban génexpressziós szinten 

kétszeres Acta2 mRNS mennyiséget detektáltunk (19. ábra/e). Ezzel egybevágóan, az IL-

24 kezelt egerek bélszövetében fokozott expressziót tapasztaltuk az ECM strukturális 

elemeket (Col1a1, Col3a1, Fn1), illetve a szilárd kötőszöveti struktúra kialakításában 

részt vevő enzimeket (Mmp2, Mmp9, Timp1, Timp2) kódoló gének esetén, ami 

megnövekedett szöveti fibroblaszt mennyiségre, és/vagy aktivitásra utal (19. ábra/g). Úgy 

gondoljuk, hogy fehérjeszinten a bélszövet muscularis externa és muscularis mucosae 

rétegéből adódó erős α-SMA alapjel elfedheti a kisebb mértékű emelkedést a kevésbé 

robosztus modellek esetén. Egy specifikus, jól beállított PCR segítségével azonban 

meghatározhatjuk az Acta2 mRNS expressziót, amely az irodalmi ismereteink szerint 

(egy stabil, hosszú életidejű fehérje esetén, mint amilyen a simaizomszövetben található 

α-SMA) az újonnan termelődő fehérjemennyiséggel, esetünkben az felszaporodó 

fibroblasztok mennyiségével és aktivációjával jól korrelál  [6, 10, 11, 87]. Így az Acta2 

mRNS expresszió meghatározása fontos és érzékeny eszköztára a szöveti átrendeződés, 

illetve hegesedés vizsgálatának. 

Összefoglalva tehát a fejezetben ismertetett eredményeink arra utalnak, hogy a IL-24 

citokin felelős a fibroblasztok fokozott szaporodásáért, azok aktivációjáért a sérült 

szövetben (27. ábra). A modellek mindegyike esetén fontos szerepet kapott az α-SMA, 

mint biomarker, mely expressziós, lokalizációs, vagy épp orientációs jellemzőivel járult 

hozzá a vizsgált citokin szerepének megértése érdekében.  
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27. ábra. Az IL-24 citokin szöveti átrendeződésben betöltött szerepének általunk 

feltételezett mechanizmusa. Eredményeink alapján a gyulladás, illetve sérülés hatására 

aktiválódó immunsejtek által termelt IL-24 közvetlenül a miofibroblasztok aktivációját 

serkentve, illetve közvetlenül, az epitél sejteken profibrotikus faktorok termelésén 

keresztül fokozza a kollagénben dús extracelluláris mátrix (ECM) lerakódását.  
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5.3. PARK7 szerepe a bélmukóza oxidatív károsodásában cöliákia során 

Az oxidatív stressz, illetve az annak következtében károsodó makromolekulák 

intracelluláris felhalmozódása fontos szerepet játszik a cöliákiában szenvedő betegek 

bélnyálkahártyájának romló funkciójában, permeabilitásának fokozódásában [88-90]. 

Moretti és munkatársai korábban kimutatták, hogy a cöliákiás betegek plazmájának ROS-

szintje szoros korrelációt mutat az intesztinális gyulladás mértékével [27]. 

Tanulmányukban a betegek szérum antioxidáns kapacitásának rutinszerű monitorizálását 

javasolják a gluténmentes diéta sikerességének nyomonkövetése céljából. 

Kutatócsoportunk 2014-ben megjelent közleményében fokozott PARK7 expressziót 

mutatott ki cöliákiában szenvedő gyermekek vékonybél nyálkahártyájában [91]. A 

PARK7 egy közel minden sejtben megtalálható antioxidáns fehérje, melynek fontos 

szerepe főként neurodegeneratív megbetegedések kapcsán ismert [51]. A gyulladásos 

folyamatok során károsodó bélhám integritásának fenntartásában, az epitél sejtjeinek 

oxidatív károsodásának kivédésében játszott szerepe azonban ezidáig nem tisztázott. 

Vizsgálataink során - korábbi eredményeinkkel összhangban [47], erőteljes PARK7 

jelenlétet mutattunk ki cöliákiás betegek vékonybelének epitél sejtjein, illetve a 

vékonybél eredetű FHs74Int sejtvonalon (20. ábra). Ennek megfelelően kísérleteink során 

FHs74Int sejteken oxidatív stressz indukciót követően vizsgáltuk a PARK7 szerepét a 

mukózális integritás fenntartásában. Tanulmányunk során Comp23-mal, egy a PARK7-

hez kötődő hatóanyaggal fokoztuk a fehérje aktivitását, melyet Kitamura és munkatársai 

fejlesztettek [92, 93]. Az általuk feltárt hatásmechanizmus alapján a hatóanyag a PARK7 

C106 cisztein oldalláncához kötődve óvja a fehérjét az irreverzibilis oxidatív 

károsodástól, megőrizve ezáltal annak antioxidáns funkcióját.  

Kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy a Comp23 kezelés mérsékelte a H2O2 által 

kiváltott intracelluláris ROS akkumulációt az epitél sejteken (21. ábra/a, b). 

Eredményeink összhangban állnak korábbi tanulmányokkal, melyek szerint a 

rekombináns PARK7 fehérjével történő kezelés mérsékelte az oxidatív stressz indukálta 

ROS felhalmozódást idegsejteken [94, 95]. Emellett az is ismert, hogy a PARK7 hiánya 

számos sejttípusban fokozott ROS akkumulációt eredményez [96-98]. Mindezek alapján 

a PARK7 fontos szerepet játszhat a sejtek oxidatív stressz elleni védekezésében. 

Génexpressziós vizsgálataink alapján a Comp23 antioxidáns hatásának hátterében az áll, 

hogy a hatóanyag fokozta az eritroid eredetű 2-es típusú nukleáris faktor 2-szerű faktor 2 
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(NRF2) expresszióját, mely az antioxidáns védelem egyik központi regulátora [99]. A 

Comp23 kezelés fokozta a H2O2 kezelt FHs74Int sejten az NRF2 transzkripciós faktor 

targetjeinek, mint amilyen a hem-oxigenáz (HMOX1), NAD(P)H:kinon oxidoreduktáz 1 

(NQO1), tioredoxin (TRX1), illetve gamma-glutamil cisztein szintetáz (GCLC) 

antioxidáns fehérjéket kódoló gének expresszióját is (21. ábra/c). Eredményeinket tehát 

irodalmi adatokkal kiegészítve, miszerint a PARK7 transzkripciós faktor (köztük NRK2) 

stabilizáló hatással bír [100], arra következtethetünk, hogy a Comp23 antioxidáns hatása 

hátterében a PARK7-NRF2 útvonal aktivációja állhat. 

A sejtek redox állapotában tapasztalt javulásával párhuzamosan a Comp23 kezelés 

javította azok oxidatív körülmények közti életképességét (22. ábra/a, b). Hasonló 

eredményről számolt be Kitamura munkacsoportja neuronsejtek kapcsán, amikor is 

elsőként mutatták ki a PARK7-kötő hatóanyag protektív hatását H2O2-indukálta 

sejthalállal szemben [92, 93]. Génexpressziós vizsgálataink a Comp23 citoprotektív 

hatása hátterében - a redox státusz javítása mellett, a hatóanyag által fokozott tumor 

antigén p53 (TP53) mRNS expressziója állhat. A p53 az NRF2-höz hasonlóan a celluláris 

stresszválaszban fontos szerepet játszó, központi transzkripciós faktor, mely a 

sejtosztódás, illetve programozott sejthalál szabályzásában, a károsodott DNS javításában 

vesz részt [101, 102]. Ezzel összhangban méréseink azt mutatták, hogy az epitél sejtek 

Comp23 kezelése fokozta az ismerten p53-targetek [103], így a proliferáló sejt nukleáris 

antigén (PCNA), p21 ciklindependens kináz (CDKN1A), valamint a B-sejt limfóma 

protein 2 (BCL2) és BCL2-asszociált X protein (BAX) apoptózis regulátorok elemeket 

kódoló gének expresszióját (22. ábra/c). Eredményeink jól illeszkednek azon irodalmi 

ismeretek közé, miszerint a PARK7 oxidációs állapotától függően képes szabályozni a 

p53-p21 útvonalat [104]. 

Következő kísérleteink során arra kerestük a választ, hogy a PARK7 miképp játszhat 

szerepet a cöliákiás betegek bélnyálkahártya integritásának fenntartásában. A duodenális 

biopsziákból készült metszeteket vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy a betegekből származó 

minták epitél sejtjeinek komoly mértékben károsodott a sejtvázuk. Míg az egészséges 

mintákon az aktin festés megtarott struktúrát mutatott az epitél sejtek felszínén, 

kontúrszerűen jelölve azok határait, addig a gyulladt szövetből származó minták diffúz, 

szemcsés festődést mutattak (23. ábra/a).  
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Hasonló jelenséget tapasztaltunk doudenális epitél sejteken oxidatív stressz indukciót 

követően. A kétdimenziós sejtkultúrán az egészséges sejtvázat a jellegzetes, szálas 

festődésű aktin rosthálózat jelzi, azonban H2O2 kezelés hatására a rostok szétesnek, és 

intracelluláris aggregátumokat képeznek (23. ábra/b). Ezzel párhuzamosan oxidatív 

stressz hatására sejtadhéziós károsodás is megfigyelhető, amit jól jelez a zonula occludens 

(ZO-1) sejtkapcsoló struktúra sejtvázól történő disszociációja (24. ábra/a). Emellett 

csökkent a sejtadhéziós molekulákat kódoló gének, így a zonula occludens (ZO1), e-

cadherin (CDH1), vinculin (VCL) és ß-integrin 5 (ITGB5) mRNS expressziója (24. 

ábra/b). Irodalmi adatok alapján az intracelluláris makromolekulák oxidatív stressz 

hatására strukturális, illetve funkcionális változásan mennek át, a fiziológiásan 

filamentáris, a sejtvázat alkotó aktin depolimerizálódik, s ez a rosthálózat összeeséséhez 

vezet [105]. Az aktin amellett, hogy jelentős szerepe van a sejtalak, illetve -szerkezet 

kialakításában, a sejtadhéziós molekulákat intracelluláris részükhöz kapcsolódva a sejt 

membránjához rögzíti, így cadherineket, tight junction és fokális adhéziós fehérjéket 

[106, 107]. Ez a rendszer biztosítja a sejtek egymáshoz, illetve kötőszöveti felszínhez 

történő szoros adhézióját, így a bélhám barrier funkcióját [108, 109]. Ismereteink szerint 

az előbbiekben ismertetett sejtváz és -adhéziós károsodás áll a cöliákia során fellépő 

szövettani változások, s így a bélhám megváltozott barrierfunkciójának hátterében is 

[110].  

Eredményeink alapján a Comp23 kezelés normalizálta a sejtadhéziós molekulák 

expresszióját (24. ábra/b), sőt, megőrizte az aktin sejtváz-sejtadhéziós komplex 

egészségeshez közeli állapotát az oxidatív károsodásnak kitett epitél sejteken (24. ábra/a).  

A következőkben arra kerestük a választ, hogy a Comp23 sejtes körülmények közt 

tapasztalt protektív funkciója valóban befolyásolja-e a bélhám integritását. Ex vivo 

kísérletünk során vékonybél preparátumokat vizsgáltunk H2O2 kezelést követően. Az 

egér bélszövet immunfluoreszcens festése alapján az oxidatív kezelés a cöliákiás betegek 

mintájához hasonló sejtvázkárosodást eredményezett (25. ábra). Az intesztinális zsákok 

barrierfunkcióját evans kék, egy membrán impermeábilis festék segítségével követtük 

nyomon (26. ábra). Kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy a kontroll egerekből 

származó preparátumok permeabilitása H2O2 hatására fokozódott, felgyorsult a festék 

kioldódása. A Comp23 hatóanyaggal kezelt állatokból származó szövet 

áteresztőképessége azonban még órák elteltével is jelentősen alacsonyabb maradt, mind 
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a kezeletlen, mind a H2O2-kezelt csoportokban. Eredményeink alátámasztották in vitro 

tapasztalatainkat, a Comp23 kezelés nagymértékben javította a vékonybél zsákok 

integritását. 

Mindezek alapján arra következtethetünk, hogy a PARK7 fontos szerepet játszik a 

bélhám oxidatív stressz elleni védekezésében, integritásának fenntartásában (28. ábra). 

Mivel a bélhám barrierfunkciójának együtt jár a bél lumenben található immunogén 

anyagok, így a gliadin vagy a bélbaktériumok lamina propriába történő fokozott 

penetrációjával, tovább súlyosbítja a cöliákiában szenvedők mukózális gyulladását [106, 

110]. Az intesztinális barrier funkció megőrzése tehát potenciális terápiás célpontként 

szolgálhat a cöliákiás betegek gyulladásgátló kezelése során. 

 

 

28. ábra. A PARK7 bél epitél sejtek antioxidáns védelmében betöltött szerepének 

általunk feltételezett mechanizmusa. Eredményeink alapján a PARK7 fehérjéhez 

kötődő Comp23 hatóanyag az NRF2 útvonalon keresztül fokozta antioxidáns molekulák 

expresszióját, normalizálta a sejtadhéziós molekulák (CAM) állapotát, illetve aktiválta a 

P53-hoz köthető sejtciklusszabályzók termelését. Ezáltal mérséklődött az epitél sejtekben 

az oxidatív stressz hatására megfigyelhető a reaktív oxigéngyökök (ROS) akkumulációja, 

a sejtadhéziós molekulák és a sejtváz károsodása, illetve sejthalál, mely folyamatok a 

bélhám barrierfunkciójának drasztikus csökkenéséhez vezetnek.   
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6. Következtetések 

PhD munkám során a szöveti átrendeződés sejtes és molekuláris mechanizmusait 

vizsgáltam. A megfogalmazott kérdések megválaszolásában kiemelt szerepet kaptak az 

aktin molekulával kapcsolatos kísérletek. Eredményeink alapján elmondható: 

 

• Sikerült bizonyítottan specifikus, az alap- és preklinikai kutatások során 

leggyakrabban használt, human, egér és patkány eredetű minták aktin 

expressziójának analízisére alkalmas PCR primereket tervezni, illetve reakciókat 

optimalizálni. 

• Gyakran alkalmazott experimentális modellen szemléltettük, hogy az -

irodalomban is gyakran alkalmazott - aspecifikus aktin primerek használata 

szignifikánsan torzítja a génexpressziós mérések eredményeit. 

• In vitro eredményeink alapján az IL-24 az aktin stresszrostok átrendeződéséhez, 

a miofibroblaszt sejtek morfológiai változásához vezet.  

• In vivo eredményeink alapján az IL-24 szerepet játszik a vese- és bélszövet szöveti 

átrendeződésében, hozzájárulva a miofibroblasztok túlzott mértékű 

akkumulációjához, ezáltal a kollagénben dús kötőszövet feldúsulásához. 

• In vitro eredményeink alapján a PARK7 szerepet játszik a bél epitél sejtjeinek 

oxidatív stresszel szembeni védekezésében, miközben fokozza az antioxidáns 

elemek expresszióját, gátolja az aktin sejtváz, illetve a sejtkapcsoló struktúrák 

károsodását, valamint mérsékli a sejthalált. 

• Ex vivo eredményeink alapján a cöliákias betegek bélszövetében a PARK7 a 

bélhám integritásának fenntartásában, barrierfunkciójának megőrzésében fontos 

szerepet játszik. 
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7. Összefoglalás 

Szöveti átrendeződés során egy meghatározott funkcióval rendelkező szövet valamilyen 

behatás, például gyulladás vagy más károsodás hatására ideiglenesen vagy tartósan 

strukturális és funkcionális változáson megy keresztül. A folyamat kulcsszereplői az 

epitél sejtek, valamint az extracelluláris mátrixot termelő miofibroblasztok, amelyek α-

SMA stresszrostjuknak köszönhetően erőteljes kontrakcióra képesek. 

PhD munkám során a szöveti átrendeződés pontosabb molekuláris és sejtes 

mechanizmusának megértését tűztem ki célul. A krónikus gyulladással járó betegségek 

kapcsán leírt IL-24, illetve a kutatócsoportunk által korábban cöliákiás mintákon 

kimutatott PARK7 molekulák biológiai szerepét in vitro, ex vivo és in vivo kísérletekben 

vizsgáltam. Az alkalmazott molekuláris biológiai módszerek sorában kiemelt szerepet 

kapott az aktin, mint a témában megkerülhetetlen marker. 

Elsőként kimutattuk, hogy a különböző aktin, így a miofibroblaszt sejtek markereként 

használt α-SMA és a referenciagénként alkalmazott ß-aktin izoformák génexpresszióinak 

kimutatása kiemelt figyelemmel tervezett PCR méréseket igényel a keresztreakciók, s így 

a mérési torzítás elkerülése érdekében. Mivel tapasztalataink szerint a szakirodalom nem 

fordít kellő hangsúlyt a problémára, experimentális modelleken szemléltettük a 

potenciális hibaforrás relevanciáit. Emellett az alapkutatásokban leggyakrabban 

alkalmazott, human, egér, valamint patkány eredetű minták aktin expresszióinak 

meghatározására alkalmas PCR módszereket állítottunk be és validáltunk. 

Vese- és bélhegesedés experimentális modelljein kimutattuk, hogy az IL-24 szerepet 

játszhat a szöveti átrendeződés mechanizmusában. Sejtes körülmények között az IL-24 a 

miofibroblaszt sejtek morfológiai átalakulását eredményezte, szöveti szinten 

megemelkedett mennyisége pedig miofibroblaszt akkumulációhoz és fokozott ECM 

termeléshez vezetett. Ezzel párhuzamosan az IL-24 receptorára vonatkozóan génkiütött 

állatokban mérsékeltebb a miofibroblasztok, illetve a kollagénben dús kötőszövet 

feldúsulása indukciót követően. 

Egy, a PARK7 fehérjéhez kötődő hatóanyag segítéségével bebizonyítottuk, hogy a 

PARK7 szerepet játszik a bél epitél sejtjeinek oxidatív stresszel szembeni védekezésében, 

miközben fokozza az antioxidáns elemek expresszióját, gátolja az aktin sejtváz 

károsodását, valamint mérsékli a sejthalált, ezáltal hozzájárulva a bélhám integritásának 

fenntartásában, barrierfunkciójának megőrzésében.  
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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 α-

SMA stress fibers. 

In this dissertation I 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 PARK7 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 α-SMA and ß-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. IL-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 IL-24 resulted in moderated tissue 

fibrosis in KO mice.  

Using a PARK7-binding compound we demonstrated that PARK7 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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