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Els6 rész
Bevezetés
Az apoptozis jellemzoi

Az apoptdzis az aktiv sejthaldl egyik formaja jol definialhato
morfologiai jellemzékkel, mint a maganyag ¢és citoplazma kondenzacioja,
sejtmembran hulldmzasa, foszfatidilszerin kifordulas és apoptotikus test
képzddés. Az apoptotikus testeket a kornyezd sejtek vagy makrofagok
felismerik, ¢és gyorsan eltavolitjdk. Apoptodzis kivalthaté citotoxikus
anyagokkal vagy receptor-kozvetitett szignalokkal is. Ezek a szignalok
kiilonboz6 szignal utakon keresztiil hatnak az emldsokben: kiilsé, receptor-
kozvetitett; a belsd, mitokondrialis; kaszpaz-2 fiiggd ¢és kaszpaz fiiggetlen
uton. A receptor-kozvetitett jelatvitel soran a receptor kotése a DISC
kialakulasat és a pro-kaszpaz-8 aktivalodasat eredményezi. I-es tipusu
sejtekben a kaszpaz-8 a kaszpaz-3-at aktivalja, amely a célfehérjék
hasitasaval a sejt halalahoz vezet. Il-es tipust sejtekben a kaszpaz-8 a Bid
fehérjét hasitja, amely igy a mitokondrialis sejthalal utvonalat aktivalja. Ezt
az utvonalat a Bcl-2 fehérjecsaldad szabdlyozza. Az apoptdzis sordn a
morfologiai valtozasok mellett a sejtek kiilonb6zé molekuldkat jelenitenek
meg felsziniikdn, amelyek mint ,,egyél meg” szignal szolgalnak a fagocita
sejtek szamara.
Az apoptétikus sejtek eltavolitasa

A keletkez6dé apoptotikus testeket a kornyezd sejtek és
makrofagok gyorsan eltavolitjak. Az utobbi idokben szadmos olyan
sejtfelszini receptort azonositottak, amely részt vesz az apoptotikus sejt
felismerésében és felvételében. Ilyen példaul a PS receptor. Az apoptotikus
sejt felvétele a fagocita sejt citoszkeletonjanak atalakulasaval jar, amelyet a
rac fehérjék aktivitasa szabalyoz. Az apoptotikus sejtek elégtelen felvétele
az artalmas sejttartalom kiszivargasahoz és sulyos szdveti karosodashoz,
illetve abban az esetben, ha az apoptdtikus sejtet antigén prezentald

dendritikus sejt veszi fel, autoimmunitashoz vezethet. Tovabba, az



apoptotikus sejtek felvétele fokozza a gyulladds csokkentd és immun-
szupresszans hatasu TGF-B citokin termel6dését. Ezzel ellentétben, az
immunglobulin G-opszonizalt apoptotikus sejtek felvétele gyulladast kivalto
citokinek termelddéséhez vezet makrofagokban ¢és ezaltal az eddigi
gyulladascsokkentd hatas, gyulladast fokozo sejtfelvételre valtozik.

A szoveti transzglutamindz (TGaz2)

A TGéaz2 a tiol- és Ca®'-fiiggd acil-transzferazok csaladjaba
tartozik, amelyek e—(y—glutamil)lizin keresztkotéseket hoznak Iétre,
valamint poliaminokat és hisztamint épitenek be fehérjékbe. A keresztk6td
funkcion tal a TGaz2 ATP-t és GTP-t is hidrolizal. A TGaz2 guanozin
nukleotid koté formdja, Gupnany néven, szamos jelatviteli Gtvonalban vesz
részt, beleértve az o,-b adrenerg receptor (ADR) szignalizaciot is. A
TGaz2-r6l szamos kisérleti modellben kimutattak, hogy képes a sejteket
sejthalalra érzékennyé alakitani, és, hogy mind indukalodik mind, pedig
aktivalodik az apoptoézis soran. Ugyanakkor apoptozis lezajlik a TGaz2
indukcid hianyaban is, s6t a TGaz2 egyes esetekben védelmet is nytjthat az
apoptozissal szemben. Ezért a TG4z2 nem sziikséges de nem is elégséges az
apoptozishoz. Azonban, mivel képes nem oldhaté forméaban keresztkotni
citoszkeletalis, intermedier és magi fehérjéket fontos lehet a gyulladasos
folyamatok megel6zésében.

A TGaz2 expresszio és aktivitas szabdlyozdsa

Habar a TGaz2 promotere mindig aktiv, az intakt TGaz2 gén
atirodasa szigorian szabalyozott és negativ kontroll alatt all. Szamos
faktorrdl ismert, hogy a TGaz2 kifejez6dését indukalja, pl.: gliikokortikoid,
IL-6, RA, TGF-B, TNF-o. Emellett megemelkedett sejten beliili Ca**
koncentracié a protein szintézis fokozasa nélkiil is bekapcsolja meglévo,
latens TGase aktivitast. A GTP, csokkentve a TGaz2 Ca®" iranti affinitasat,
szintén befolyasolja a keresztkGtd aktivitast. Masrészrél viszont Ca>" adasa

megsziinteti a GTP gatlo hatasat azt sugallva, hogy a Ca’" és GTP



koncentraciok egyiittesen szabalyozzak a TGaz2 kétféle katalitikus
lépességét.
Apoptozis a timuszban

Az éretlen timocitdk mint csontvelébdl bevandorolt sejtek kezdik
¢letiiket. A timuszba érkezésiikkor ezek a prekurzorok még nem fejeznek ki
CD4, CD8 vagy T-sejt receptort (TCR). Amikor az érett TCR megjelenik a
felsziniikon a dupla pozitiv sejtek két szelekcios 1épésen mennek keresztiil.
A T-sejt szelekcid sordn azok a sejtek, amelyek sajat MHC-hoz nem k6t6d6
TCR-t hordoznak, elhalnak a kéregben. A negativ szelekcio soran pedig az
ugynevezett autoreaktiv klonok, amelyek TCR-ja nagy affinitassal kotnek
sajat antigéneket, halnak el apoptozissal. Szamos szignal képes apoptozist
indukalni éretlen T-sejtekben: a FasL a sejtfelszini Fas receptor,
gliikokortikoidok a gliikokortikoid receptor, retinoidok a RARy, mig a TCR
a nur77 traszkripcids faktort, az ionizal6 sugarzas pedig a p53 traszkripcios
faktor aktivalasan keresztiil.
Apoptozis a mdjban

A szabalyozatlan apoptozis szamos majbetegség (mint példaul a
viralis hepatitis, hepatocellularis daganat, alkoholos és epe eredetii
majbetegség) kialakulasaban is szerepet jatszik. A Fas indukalt apoptdzis
meghatarozo jelleggel bir ezen betegségek valamennyié¢ben. A majsejtek az
ugynevezett Il-es tipust sejtek kozé tartoznak, amelyekben a FasL vagy
agonista anti-Fas antitest altal kivaltott apoptozis a mitokondrialis itvonalon
keresztiil zajlik és ez Bcl-2 fehérje csalad anti-apoptotikus tagjainak
tultermelésével gatolhatd. A cFLIP, egy katalitikusan inaktiv kaszpaz-8/-10
homolog, képes megszakitani a Fas-indukalt jelatvitelt és gatolni a
sejthalalt. In vivo a Fas-kdzvetitett apoptozis kivalthatd egyszeri anti-Fas
antitest oltassal. Az egerek rendszerint 6 oran beliil elpusztulnak halalos
dozist anti-Fas antitest oltasat kovetden. A legfontosabb érintett szerv a maj

és a haldl oka a sllyos majsejt apoptozis. Masrészrol részleges
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utan, a Fas receptor kotése maj regeneracié fokozodéasat eredményezi,
valészintleg a cFLIP hosszi forméjanak sejten beliili szintjének
fenntartasan keresztiil. fgy a Fas rendszernek mind a majsejt apoptozis,
mind pedig a regeneracio vonatkozasaban szerepe van. A majsejteken kiviil
majban 1évé szinuszoidok endotél sejtjei is érzékenyek a Fas-kozvetitett
apoptozisra ezzel tovabb stilyosbitva a maj karosodasat.
A TGaz2 szerepe a mdjsejtek osztoddsdaban és apoptozisaban.

A majban mind parenchymalis és nem parenchymalis sejtek
termelnek TGaz2-t, amely az extracellularis térbe is kikeriil. A TGaz2
keresztkotd funkcidja altal a majsejtek apoptdzisdban, mig GTP hidrolizald

aktivitasa altal a sejtek osztodasaban jatszik szerepet.



Célkitiizés
Jelen tanulmany célja, a TGaz2 hianyaban zajlo apoptozis program

tanulmanyozasa kiilonos tekintettel timusz és majsejt halalra.

Kisérleteink soran célunk volt:

e meghatirozni, hogy van-e kiilonbség a VT és TGaz2™”
egerek timocitainak in vivo és in vitro apoptozisaban

o vizsgalni, hogy a TGaz2 hianyat mas TGase kompenzalja-e

e vizsgalni, hogy a TGéaz2 hianya érinti-e az elhalt sejtek
eltavolitasat

e meghatarozni, hogy a TG4z2 jelenléte a makrofagok vagy a
timocitakon beliil sziikséges a fagocitdzishoz

e azonositani olyan faktorokat, amelyek a VT egerekben
sziikséges a normalis fagocitézishoz de hianyozik, vagy
alacsonyabb koncentracioban van jelen a TGaz2”
egerekben

o tanulmanyozni a TGaz2 hianyanak hosszi tava hatasat

e Osszehasonlitani a VT és TGaz2”™ majsejtek in vivo és in
vitro Fas-kozvetitett apoptdzisra vald érzékenységét

e jellemezni a VT és TGaz2” egerek majiban az anti-Fas
indukalt sejthalalt

e magyarazatot talalni a TGaz2 védé szerepére a Fas-

kozvetitett majsejt elhalasban



Anyagok és médszerek

Kisérleti dllatok. A TGaz2™ egereket és Gerry Melino laborjabdl, az o -b-
adrenoceptor KO (ADR™) egereket Susanna Cotecchia laboratoriumabél
kaptuk. A kisérletek a Debreceni Egyetem Allatkisérletes Etikai
Bizottsaganak belegyezésével torténtek.

Timusz apoptézis in vivo indukcidja. Négyhetes TGaz2™" és TGaz2™"
egereket kezeltiink anti-CD3-mal, DXM-nal, anti-Fassal illetve v-
sugarzassal. Néhany kisérletnél az apoptdzis indukcié eldtt és utan
neutralizald anti-TGF-f antitestet adtunk az egereknek. A timocita
apoptozis mértékét 24 oraval késobb vizsgaltuk a timusz tomegének
mérésével valamint a sejtek szamanak és eloszldsdnak meghatarozasaval.
Az utobbihoz a timocitdkat PE-jeldlt anti-CD4-el és FITC-konjugalt anti-
CDS, vagy FITC-jelolt annexin-V-tel festettiik. A fluoreszcenciat aramlasi-
citométerrel hataroztuk meg.

Timusz apoptozis in vitro indukcidja. A timocita szuszpenzidt 4 hetes
egerek timuszabol preparaltuk. Mosas utan a sejteket 10° cells/ml
koncentracidra higitottuk és 37°C / 5% CO,-on inkubaltuk. Az apoptdzist
DXM, anti-CD3, etopozid vagy anti-CD95 antitest hozzaadasaval valtottuk
ki. Néhany kisérletnél rekombinans TGF-B1-et adtunk a sejtekhez. 6 ora
elteltével a sejthalalt 7-aminoactinomycin D felvétellel mértiik aramlasi-
citométeren.

A madj apoptozis in vivo indukciojat Mauro Piacentini laboratériumaban
végezték a Tor Vergata Egyetemen Roméaban. A majsejt apoptodzist PbNO;
intravénas oltasaval indukaltak. A szdvettani vizsgalatokhoz és apoptozis
fénymikroszkopos meghatarozashoz kis majdarabokat formalinban fixaltak,
paraffinba agyaztak és hematoxilin-eozinnal festették.

TGase aktivitis mérése. Timuszt homogenizaltuk és a TGase aktivitast a

[*H]putreszcinnek N,N'-dimetilkazeinbe vald beépiilésének mérésével



végeztiik. Az eredmény nmol [*H]putreszcin beépiilés per mg fehérje per
oraban kertilt feltiintetésre.

TGaz2 western blot. 1 mg/ml fehérjét tartalmazo timusz homogenizdtumot
Osszekevertiink egyenld térfogatth minta pufferrel. Az elektroforézist 10%-
os SDS poliakrilamid gélen végeztiik. Az elvalasztott fehérjéket PVDF
membranra blottoltuk és monoklonalis (CUB7402) valamint poliklonalis
anti-TGaz2 antitestekkel hivtuk eld. A kotott antitesteket ECL Kkittel
vizualizaltuk.

TGasel,2,3,5,7 kifejezodés meghatirozasa. TGasel,2,3,5,7 enzimek
kifejezodést real-time quantitative PCR-ral hataroztdk meg Daniel
Aeschlimann  laboratériumaban ~ Wales-ben. A mintdk  kozotti
normalizalashoz belsé standardként a S26 riboszomalis fehérje
transzkriptjét hasznaltak.

Transzmisszios elektronmikroszkdpidat a Pathologiai Intézetben végezték. A
transzmisszios elektronmikroszkdpidhoz timusz mintakat fixaltak és apro
darabokra vagtak, dehidraltdk és epoxi rezinbe agyaztak. Ultravékony
metszeteket uranil-acetattal és oOlom-nitrattal itattdk at és Zeiss EM900
elektronmikroszkopon vizsgaltak.

Makrofag fagocitozis meghatdrozds. Hasliregi mosassal makrofagokat
izolaltunk felnétt egerekbdl és ez kovetéen 2%-on zselatinnal bevont 24-
lyuku sejttenyészté edényre szélesztettitk Oket. 2 6ra muilva a nem letapadt
sejteket elmostuk. Timocitakat 4 hetes egerekbdl izolaltuk. A timocitakat
anti-CD?3 antitesttel opszonizaltuk. Apoptotikus T-sejtekhez, a timocitakat 6
oraig a kalcium ionofor, A23187-mal inkubaltuk. Az apoptdtikus sejteket
107 cells/ml koncentracioban adtuk hozza a makrofagokhoz. 1 6ra egyiitt
inkubalas utan a fel nem vett sejteket elmostuk, mig a letapad6 sejteket
glutaraldehiddel fixaltuk. Mosas utan a sejteket ozmium tetraoxiddal
»festettik” és fazis kontraszt mikroszkop alatt szamoltuk. Listeria
monocytogenes felvételhez a baktériumokat CellTracker green-nel

fluoreszcensen jeldltiik és mostuk a makrofagokhoz valo hozzaadas elott. A



sejteket paraformaldehiddel fixaltuk és epifluoreszcens mikroszkopon
tanulmanyoztuk. Saccharomyces cerevisiae felvétele mikroszkoposan a
makrofagokon beliil 1év0, metilén-kék pozitiv gomba sejteket szamolva
tortént.

Reuma faktor antitestek meghatdarozdsdt az egyetemiink Immunologiai
Intézetében végezték. Az egér IgG specifikus autoantitestek meghatarozasa
szilard fazistt ELISA-val tortént.

IgM tartalmiu immun-komplexek meghatarozdsa. Vesét eltavolitottak és
folyékony nitrogénben izopentan jelenlétében lefagyasztottak. A
kriometszeteket hideg acetonban fixaltak és FITC-jeldlt anti-egér I[gM-mel
inkubaltak.

Szérum urea koncentrdcio meghatdirozdsa. Mintakat 1:3 aranyban
Osszekevertiik szin-reagenssel és 85 °C-on 30 percig majd 12 °C-on 10
percig inkubaltuk. Az abszorbanciat 540nm-en mértiik.

In vivo anti-Fas kezelés. 4 hetes TGaz2"", TGaz2"", ADR"" és ADR™
egereket intraperitonealisan oltottuk anti-Fas antitesttel. Néhany kisérletben
a TGaz2"" egereket egy héten at naponta kloroetilklonidinnel (CEC), egy
adrenerg receptor antagonistaval oltottuk, hogy meghatdrozzuk a Bcl-x.
kifejez6désében és az in vitro Fas ¢érzékenységben bekdvetkezd
valtozasokat.

Majsejt-tenyészet kisérletek. Majsejteket a SOTE Orvosi Kémiai Intézetben
izolaltak. Izolalt majsejteket 37°C/5% CO,-6n termosztalva tenyésztettik 24
A szazalékos majsejt apoptozist aramlasi-citométerrel hataroztuk meg az
annexin-V-FITC" és propidium jodid negativ sejteket szamlélva.

VT és TGdz2" egerek mdjsejtieinek felszinén lévé Fas mennyiségének
meghatarozdsa. Frissen izolalt majsejteket mostuk PBS-ben és PE-jeldlt
anti-Fas antitesttel festettiik. A fluoreszcenciat aramlasi-citométerrel

detektaltuk.



Bcl-x; és cFLIP(L) szint meghatirozdsa VT és TGdz2”" egerek mdjiban. 1
mg/ml fehérjeét tartalmazé majhomogenizatumokat sszekevertiik egyenld
térfogat minta felvivoé pufferrel. Az elektroforézist a Bel-x esetében 12%-
os mig a FLIP esetében 10%-os SDS-poliakrilamid gélen végeztik. Az
elvalasztott fehérjéket PVDF membranra blottoltuk és anti-Bcl-x; valamint
anti-FLIP antitestekkel hivtuk eld. A kotott antitesteket ECL kittel tettiik
lathatova.

Madjmintak szovettani analizise a Pathologia Intézetben tortént.
Majmintakat vettiink anti-Fas antitest oltott és kontroll egerekbdl. Fixalast
kovetéen a mintdkat fénymikroszkopos vizsgalatokhoz hematoxilin-
eozinnal festették. Az elektronmikroszkdpias vizsgalatok a mar fentebb
leirtak szerint kerdilt kivitelezésre.

TUNEL festés. Anti-Fas antitest oltott egerekbdl eltavolitott majakat
formalinban fixaltuk. A paraffinos bedgyzas utan a mintakat APOPTAG in
situ apopt6zis detektalo kittel festtettiik.

Szérum aszrartit aminotranszferdz (AST) és alanin aminotranszferdaz
(ALT) szintek meghatarozdsa. Anti-Fas antitestoltast koveton az egerekbdl
szérum mintakat gyljtottiink. AST és ALT aktivitisok meghatarozasa rutin

klinikai modszerrel tortént.



Eredmények

Sejthaldl a timuszban a TGadz2 hianydban

Az apoptétikus sejtek felvétele zavart a TGdz2”" egerek timuszdban. Az in
vivo timocita sejthalalt indukald anti-CD3 antitest, DXM vagy y—besugarzas
a TGaz2 in vivo kifejezddését is valtottuk ki, amelyet a TGaz2 fehérje
mennyiségének és a TGase aktivitasanak megndvekedése kisért VT
egerekben. A csonka TG4z2 mRNS kifejez6dott ugyan a TGaz2” egerekbe,
de a megfeleld fehérje nem volt detektalhatd. Abbol, hogy a TGaz2 mRNS
szintjének emelkedése apoptozis indukcié utin kisebb volt a TGaz2™
egérben, mint a VT-ben arra kdvetkeztettiink, hogy annak transzkripcios
aktivacioja  TGaz2-fiiggd. Hasonld eredményeket kaptunk mas
transzglutaminazokkal is. TGaz2” egerekben apoptozis indukcié utin a
timusz tomeg és sejtszam csokkenése kisebb volt a VT timuszhoz
hasonlitva. Apoptdzis indukcié utdn az annexin V' (szabad apoptotikus)
timocitak szazalékanak és a szovettani metszeteknek a vizsgélata arra
engedett kovetkeztetni, hogy a kisebb timocita sejtszam csokkenés a TGaz2
" egerekben csokkent fagocitozisra és apoptotikus sejtek meghosszabbodott
jelenlétre vezethetd vissza.

A TGdz2”" egerek mdjiban az apoptétikus sejtek csokkent felvételét
gyulladdsos reakcio kiséri. A majsejtek osztodasat majd apoptozisat kivaltd
PbNO3-mal kezelt egerek majanak szovettani vizsgalata azt mutatta, hogy a
csokkent fagocitozis nem korlatozodott a timuszra. Emellett szdvettani
képek azt is bizonyitjak, hogy TGaz2 hianyaban az apoptotikus sejtek
felvétele allandoan zavart szenved és ezt gyulladasos reakcio kiséri.

Az aktiv TGF-1 termelidése eldsegiti az apoptotikus sejtek felvételét és
TGdz2 fiiggé. VT és TGaz2” hasiiregi makrofagokat és timocitakat
hasznalva kimutattuk, hogy a TGaz2 a makrofagokban sziikséges a normalis

fagocitozishoz. Tovabba, a csokkent fagocitodzis csak az apoptotikus sejtek
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felvételére korlatozodik mivel a TGaz2” makrofagok normalisan vettek fel
baktériumokat, gombakat és opszonizalt, nem apoptdtikus timocitakat.

A makrofagokrél ismert, hogy TGaz2-t termelnek, amely
sziikséges a latens TGF-B1 aktivalasahoz. Sejtkultiras tapoldat transzfer
kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a VT makrofagok altal termelt TGF-B
elésegiti TGaz2"~ makrofagok fagocitotikus képességét.

Az in vivo apoptozis soran a TGF-PI felelds a TGadz2 termelddésért. Hogy
teszteljiik a hipotézisiinket miszerint a TGF- felelos a TGaz2 szint in vivo
emelkedéséért, VT egereket oltottunk neutralizalé anti-TGF-B1,2,3
antitesttel. anti-TGF-f antitest jelenlétében a TGaz2 aktivitds emelkedése
anti-CD3, DXM kezelés illetve y—besugarzas utan szignifikdnsan csokkent.
TGF-pI eldsegiti a timocitik apoptozisat. TGF-B1 adasa elésegitette a VT
timocitak DXM, anti-CD3 ¢és etopozid indukalta apoptdzisat in vitro. A
TGF-B1 e hatasa nem volt kapcsolhaté a TGaz2-nek az apoptotikus sejtben
torténd felhalmozodasahoz mivel a TGF-B1 TGaz2" egerekben is a VT-hez
hasonl6 mértékben novelte a timocitak elhalasat.

A TGdz2" egerekben autoimmun antitestek, lépmegnagyobbodds és
glomerulonephritis alakul ki. Ezek utan a TGaz2 hiany hossza tavu
kovetkezményeit vizsgaltuk. Azt taldltuk, hogy az 1 éves TGaz2”
egerekben, autoantitestek jelentek meg sejtmagi alkotorészek és simaizom
sejtek ellen. Az autoantitesttel rendelkezd TGaz2” egerekben a 1ép
megnagyobbodasa is megfigyelhetd volt. 15 hénapos korukra néhany
TGaz2"" egérben sulyos, halilos immunkomplex —glomerulonephritis
fejlodott ki az egerek korai haldlat okozva. A rendellenes glomerularis
miitkodés a magas szérum urea koncentracio is megerdsitette. Az ugyanilyen

kora VT egerek egyike sem mutatta veseelégtelenség jeleit.
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A TGdz2™" egerek érzékenyebbek a Fas-indukdlt sejthaldlra, mint a VT
dllatok
A TGaz2 hianya nem befolydsolja a timocitik Fas-indukalt apoptozisdt in
vitro, de az in vivo apoptozis kissé lassul. Hasliregi anti-Fas injekciot
kovetéen a CD4'CDS8" timocita populdcié mérete lecsokkent a VT és
TG4z2" egerek timuszban. A TGaz2”" timocitak eltiinése kissé lassabb volt.
Ugyanakkor az in vitro anti-Fas antitest indukalt timocita elhalasban nem
volt kiilonbség a két torzs kozott. Ezek az adatok arra engednek
kovetkezetni, hogy a TGaz2 hianya nem befolyasolja a timocitdk Fas
érzékenységét. A kisérletek soran észrevettiik, hogy a TGaz2”" egerek
érzékenyebbek az anti-Fas antitestre, azaz, az amigy VT egerekre nem
halalos dozisti anti-Fas antitest kezelést nem élték tal. Elhataroztuk, hogy
karakterizaljuk ezt a jelenséget.
Vad tipusii mdjsejtek elsésorban nekrozissal, mig TGdz2”" sejtek
apoptozissal halnak el in vivo nem haldlos dozisu anti-Fas antitest kezelés
kévetéen. Anti-Fas kezelt egerek majaibol szarmazo szdvettani metszetek
hematoxilin-eozin  festése és transzmissziés elektronmikroszkopos
vizsgélata kideritette, hogy a VT egerek majaban a sejtek dontden
nekrozissal halnak el, mig a TG4z2”" majban nagy mértékii apoptozis volt
megfigyelhetd sulyos, az endotél sejtek karosodast jelzd, bevérzésekkel
egyiitt. Ezt alatdmasztva, nagy szami TUNEL pozitiv majsejt lathato a
TG4z2"" egerek majaban, amig a VT egerek majaban csak az endotél sejtek
festddtek. Ezen felil a TGAaz2” egerek majsejtjeiben, spiralis alakban
felcsavarodott endoplazmas retikulumra emlékezetd képzoédmények voltak
megfigyelhetdk. Ezek a strukturdk majsejtektdl elhatarolodva, lathato kiilsd
membran nélkiil jelentek meg.

A TGaz2™" majsejtek in vivo anti-Fas kezelést kovetd VT sejtekhez
képest fokozott karosodasat megerdsitette a megnovekedett szérum AST és
ALT szint is.
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A fenti eredmények az sugalljik, hogy a TGaz2” majak fokozottan

érzékenyek az amugy VT egerek szamara nem haldlos dozisu anti-Fas
antitest kezelésre, valamint, hogy a kivaltott sejthalal mechanizmus eltérd a
két torzs kozott és hogy a TGaz2, mint fehérje-keresztkotd enzim sziikséges
a normalis apoptotikus morfologia kialakitasahoz.
A TGdz2”" mdjsejtek in vitro fokozottan érzékenyek anti-Fas kezelésre és
ez korreldl a csokkent Bel-x;, szintjiikkel. Az izolalt TG4z2"" majsejteknek
mind a spontan, mind pedig az anti-Fas antitest altal kivaltott elhaldsa
nagyobb volt, mint a VT sejteknek. A megndvekedett érzékenység nem volt
visszavezethetd nagyobb sejtfelszini Fas mennyiségre.

Mivel a TGaz2”" majsejtek spontan is gyorsabban haltak el és a

spontan sejtelhalast az anti-apoptotikus fehérjék szintje szabalyozza,
megvizsgaltuk sejtek Bcel-x; és cFLIP(L) szintjeit is. Azt talaltuk, hogy a
TG4z2” majsejtekben VT sejtekéhez viszonyitva a cFLIP(L) szintje nem
csokkent de a Bel-x; -€ igen.
Az  aj-b-adrenerg receptor gdatlisa a Bcl-x; szint csokkenését és
megnovekedett  Fas-érzékenységet okoz mdjsejtekben. In  vivo
kloroetilklonidin (CEC), adrenerg receptor antagonista, eldkezelés VT
egerekben csokkentette a majsejtek Bel-x; szintjét és a TGaz2™”" sejtekéhez
hasonld, fokozott anti-Fas érzékenységet okozott in vitro. Ezek az
eredmények demonstraltdk, hogy TGaz2 hidnyaban fellépd sériilt ADR
jelatvitel, a Bcel-x; szint csokkenéséhez és ezen keresztill fokozott Fas
érzékenységhez vezethet.

Hogy bizonyitsuk az ADR jelatvitelnek a majsejtek Fas
érzékenységének szabalyozasaban betdltott szerepét, egy o -b adrenoceptor
hianyos (ADR™") egértorzs Fas érzékenységét is meghataroztuk. Az ADR”
egér VT parja a CS7BL/6 egér, amelyben a majsejteken 1évo Pr-adrenerg

receptor striisége alacsony. Ebbdl kifolyolag ezek az egerek eleve
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fokozottan érzékenyek a Fas-kozvetitett sejthalalra. Ennek megfelelden az
anti-Fas antitest dozisat csokkenteniink kellett.

Az ADR” egerek érzékenyebbek a Fas-kiviltotta haldlra mint a VT
megfeleldik. Amig a VT egerek 80% addig az ADR™" egereknek minddssze
10% ¢élte tul az anti-Fas oltasat kovetd 48 orat.

Az ADR™" egerek mdja szdmottevéen nagyobb kdrosoddst mutatnak anti-
Fas kezelést kivetéen, mint a VT mdjak. Az ADR" egerek esetében a
majakat a halal id6pontjaban tavolitottuk el, mig a VT egerek esetében,
amikor az ADR™ egerek elpusztultak. Mind a VT mind, pedig az ADR™
maj szovettani analizise parenchymas degradacio képét mutatta apoptotikus
sejtekkel, de ez joval kifejezettebb volt az ADR”” majban. Az ADR” méjak
VT-hez képesti fokozott apoptotikus karosodasa tovabbi megerdsitést nyert
a TUNEL festéssel az ADR™ metszeteken lathaté nagy szamu apoptotikus
sejttel és a megemelkedett, szérumban mért ALT és AST szintekkel.

A korabbi eredményeinknek megfeleléen, miszerint a CEC-kezelés
csokkenti Bel-x; szintet, az ADR™ majakban szintén kevesebb Bcl-xp
talalhato, mint a VT parjukban. A C57BL/6 egér szintén kevesebb
cFLIP(L)-et és Bel-x -t fejezett ki mint a TGaz2"" egér ami magyarazhatja
a fokozott Fas-érzékenységét. Masrészrél nem volt kiilonbség az ADR™" és
ADR™" méjsejtek cFLIP(L) szintjében.
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Megbeszélés

Jelen a tanulmanyban a TGaz2 hidnyaban zajlo in vitro és in vivo
apoptozis programot vizsgaltuk. Az irodalmi adatokkal egyezve, azt
talaltuk, hogy a TGaz2 elvesztése nem befolyasolja a timocitak in vitro
apoptozisat. Ugyanakkor, in vivo apoptozis indukciot kdvetden, ahol is a
TGaz2 szintje normalisan megemelkedik, csokkent sejthalalt észleltiink a
TGaz2"" egerek timuszaban. Ez annak lehet a kovetkezménye, hogy a
TGéaz2 hianyaban a timocitdk lassabban aktivaljadk az apoptdzis
programjukat. Egyrészt a TGaz2-r6l kimutattak, hogy a mitokondrialis uton
érzékenyiti a sejteket az apoptdzisra. Masodsorban, azt talaltuk, hogy a
TGF-B sejtkultiraban eldsegiti a timocitak halalat. Mivel a TGF-B-at az
apoptotikus sejtet emészté makrofagok is elvalasztjak, az in vivo TGF-f
termelés hozzajarulhat az in vivo apoptozis sebességhez. A TGaz2
hianydban a TGF-B aktivalasa zavart szenvedett és ez az apoptdzis
sebességének csokkenését eredményezheti.

A sejthalal sebességének megvaltozasa nemcsak a timuszra volt
jellemz6. Az TG4az2™"" egerek maja kiilondsen érzékenynek bizonyult az in
vivo anti-Fas antitestre, ami sulyos majsejt apoptozist indukalt. A TGaz2™
egerek szérumaban megemelkedett AST és ALT szintek igazoltdk a ma4j
karosodasat. A majak szovettani vizsgalata kimutatta, hogy a TGaz2"
majsejtek a roviddel az anti-Fas antitest oltast kdvetéen dontden
apoptozissal haltak el. A bevérzések jelenléte endotél sejtek sériilésére is
utalt. Ezzel szemben, a VT egerek méjaban ugyanebben az idépontban csak
endotél sejtek apoptdzisa volt kimutathaté. Késobb, valosziniisithetéen az
endotél sejt karosodas miatt fellépd tapanyag és oxigén ellatas zavara miatt,
nektrotikus  sejtek jelentek meg. A fokozott Fas érzékenység izolalt
majsejteken is megfigyelhetd volt, felvetve annak a lehetdségét, hogy
magaban a Fas-kozvetitett jelatviteli Gtban tortént valtozas. A sejtfelszini

Fas mennyiségét vizsgalva azt talaltuk, hogy a fokozott anti-Fas
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érzékenység nem a megndvekedett sejtfelszini Fas mennyiségre vezethetd
vissza. A cFLIP(L), amely nagy koncentracioban képes blokkolni a Fas altal
elinditott sejthalal utat, szintén azonos mennyiségben volt jelen a két torzs
majsejtjeiben. A majsejtek a I1-es tipusu sejtekhez tartoznak, amelyekben az
apoptozis a mitokondrialis Uton zajlik. Mivel a Bcl-xp jelen van felnott
patkanyok majaban és tenyésztett majsejtjeiben, valamint a fokozott
kifejezodésérdl leirtak, hogy védelmet nyujt a Fas-kozvetitett sejthalallal
szemben, megvizsgaltuk a Bel-x; kifejezodését és azt talaltuk, hogy a
TG4z2"" majsejtek kevesebb Bel-x, -t tartalmaznak, mint a VT sejtek.

A TG4az2, mint Gyjpnany fehérje, vesz részt az ADR jelatvitelben a
majban. Adrenerg agonistdk nemcsak a majsejtek anyagcseréjét
szabalyozzak, hanem azok osztodasat is. Tovabba, az o,-adrenerg
arr6l nincs informacionk, hogyan befolyasolja az o-adrenerg jelatvitel a
majsejtek Fas-kovetitett sejthalallal szembeni érzékenységét.

Hogy teszteljiik a feltevésiinket, miszerint a TGaz2” hianyos
egerekben az ADR jelatvitel hianya szerepet jatszik a Fas-kovetitett
apoptozis és halal érzékenység kialakulasaban szemben, vizsgaltuk hogy a
TG4z2"" egerek majsejtjeiben megfigyelt csokkent Bel-x, szint 6sszefiigg-e
a hibas ADR jelatvitellel. VT majsejtek egy hétig CEC-nel, egy ADR
antagonistaval, elokezelve csokkent Bcl-x; termelést és fokozott in vitro
anti-Fas érzé¢kenységet mutattak.

Enneck megfelelden, az ADR” egerek a TGaz2” egerekhez
hasonléan nagyobb elhullast mutattak anti-Fas antitest oltast kovetden, mint
VT tarsaik. A nagyobb majkarosodast nagyobb szérum AST és ALT szintek
és a majmetszetek szovettani vizsgalata is megerésitette. A Bcel-xp
kifejez6dés western blottal vald vizsgalata kimutatta, hogy az ADR”
méjsejtek a TG4z2”-hoz hasonloan szintén kevesebb Bel-x, -t tartalmaznak.

A fenti eredmények kiemelik a o;-b adrenerg jelatvitelnek a majsejtek
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halalanak szabalyozasaban bet6ltott szerepének fontossagat.

Vizsgalodasainknak a legfontosabb eredménye az a megallapitas,
hogy a TGaz2 elvesztése nemcsak az apoptozist befolydsolja, hanem a
makrofagok fagocitald képességét is. Szabad apoptotikus sejteket talaltunk
a TGéaz2” egerek timuszaban, ami az apoptotikus sejtek csokkent
felvételére utalt. A hiba a sejtek felvételében a PbNO; indukalt maj
megnagyobbodast kovetden is megfigyelhetd volt mutatva, hogy a jelenség
nem szerv specifikus. A csokkent sejtfelvétel csak apoptotikus sejtekre
korlatozodott. Egy sor kisérlet utan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
csokkent fagocitozis részben a nem megfeleldé TGF-f aktivalasra, amely
aktivalas sziikséges a PS makrofagok altali felismeréséhez, vezethetd
vissza.

Az ujabb tanulmanyok azt feltételezik, hogy a makrofagok és
apoptotikus sejtek kozott zajlo intenziv parbeszéd biztositja az apoptotikus
sejtek hatékony eltavolitasat és a gyulladasi reakciok magakadalyozasat. A
fagocitakrol kimutattdk, hogy aktivan részt vesznek a célsejtek
apoptozisanak indukcidjaban és végrehajtasaban. Amikor egy sejt
elkotelezetté valik a halalra, a makrofagok segithetik ezt FasL, TGF-f vagy
nitrogén-monoxid kibocsatasaval. Masrészrdl, olyan, az elhald sejtekbdl
kiszabadulé makrofag kemotaktikus faktorok is sziikségesek a normalis
fagocitozishoz, mint pl. a lizofoszfatidilkolin, és a keresztkotott S19
riboszomalis fehérje. Tovabba, a fagocitakhoz ko6tddott apoptotikus sejtek
atprogramozzak azokat a gyulladasos citokin termelésiik leallitasara. A
TGéaz2 ennek a parbeszédnek mindkét oldaldn részt vesz. A TGF-B
aktivalasa, a NO termelése és az S19 riboszomalis fehérje keresztkotése
mind a TGaz2 enzim aktivitdsan mulik. Ezen feliil, mint azt jelenleg is zajlo
kisérleteink mutatjak, a TGaz2 ugy tlinik, részt vesz a PS sejtfelszinen vald
megjelenitésében is, mivel a TGaz2” egerekben a PS kifordulasa

késleltetett.
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Az autoimmunitds a sajat antigénekkel szemben meglévo
immuntolerancianak a zavara. Az apoptozisban ¢és fagocitozisban
bekovetkezd rendellenességek szerepet jatszhatnak az autoimmun-
betegségekben.

A szétes6, szabad apoptotikus sejtek, tartalmukat kieresztve
sulyosbitjak a helyi gyulladasos valaszt és tovabbi leukocita bevandorlast
valtanak ki, amint azt a PbNO; kezelt TGaz2” egerek majmetszetein
megfigyelhetd fehérvérsejt beszivargas is mutatta. A fokozott gyulladasos
valasz a TG4z2”" majban részlegesen magyarazhato a kisebb gyulladas-
csokkent6 TGF-B  citokin aktivitassal. A  csokkent fagicitozis
kovetkezményeként szabad apoptotikus sejtek gytiltek fel TGaz2” egerek
timuszaban ¢és majaban. Az apoptotikus sejtek bizonyos sejtmagi
antigéneket prezentalnak felsziniikon, ezzel a rendes koriilmények kozott
lathatatlan antigéneket, potencialisan karos kovetkezményekkel, elérhetdvé
tesznek az adaptiv immunrendszer szamara. Az apoptotikus sejtek
folyamatos jelenléte az immunrendszer sejtjei szamdara autoantitestek
atmeneti termeléséhez, az elhalt sejtek felvételének zavara pedig
autoimmunitashoz vezet. Valoban, a TGaz2 enzim funkcié hianya hosszu
tdvon az egerekben autoantitestek megjelenésével, megemelkedett anti-
IgG2a antitest szinttel és nagyszdmu CD4" és B sejttel jellemezhetd
autoimmunitas kifejlédéséhez vezetett. Ez 1épmegnagyobbodassal és
glomerulonephritissel jart egyiitt. Mivel a mi modelliinkben a timocitak
apoptozisa is zavart volt, a sériilt negativ szelekcid miatt autoreaktiv T-
sejtek is felhalmozddhatnak, hozzajarulva ezzel az autoimmunitas
kialakulaséhoz.

Osszefoglalva, adataink azt sugalljik, hogy a TG4z2 a fagociték és
az apoptotikus sejtek kozotti parbeszéd tobb szintjén is részt véve
hozzajarul a normalis  fagocitézishoz és az  autoimmunitas

megakadalyozasahoz. ElGszor, a TGaz2 szint megemelkedése kozvetleniil
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segiti a célsejtek halalat, azaltal, hogy érzékenyiti 6ket a sejthalal
stimulusokra és gyorsitja az apoptdzist. Masodszor, az apoptdzis soran a
TGaz2 gyorsitja a PS megjelenését a sejtfelszinen és az S19 riboszomalis
fehérje keresztkotésével szerepet jatszik a makrofdgoknak az apoptotikus
sejtekhez vald odacsalogatasaban. Harmadsorban, a PS felismerése a
makrofagokban az aktiv TGF-B TGaz2-fiiggd termelddését eredményezi,
amely 1.) a TGaz2 termelés el6segitésével tovabb gyorsitja a célsejtek
halalat; 2.) a makrofagok gyulladasi citokin termelésének csokkentésével
elfojtja a gyulladast, valamint 3.) fokozza a fagocitozist és ezaltal az
apoptotikus sejtek, mint potencialis hajlamositd és indité faktorok az
autoimmunitdsban, eltavolitasra keriilnek. Osszességében, eredményeink
tovabbi bizonyitékot szolgaltatnak a makrofagok és az elhalo sejtek kozotti
parbeszédre és bemutatjak, hogy a TGaz2 része az apopto-fagocita
gépezetnek, amelynek kritikus funkcidja van a gyullads és autoimmunitas

megeldzésében.

Osszefoglalis

Vizsgaltuk a TGaz2 hianyanak az apoptozisra és a makrofagok
fagocitotikus képességére gyakorolt hatasat.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az apoptotikus sejtet felvevo
makrofagok altal kibocsatott TGF-f3 el6segiti a timocitak halalat, és mivel a
TG4z2 sziikséges a TGF-B aktivalasahoz, a TGaz2 hianyaban a timuszban
az in vivo apoptozis késleltetett. A sejthalal sebességének megvaltozasa
nemcsak a timuszra volt jellemzé, mivel, ahogyan azt a szdvettani
metszetek és a megemelkedett szérum transzamindz szintek demonstraltak,
a TGaz2" egerek maja fokozott karosodast és gyulladasos valaszt mutat
anti-Fas antitest kezelést kovetéen. A fokozott Fas-érzé¢kenység csokkent
Bcl-x, szinttel jart egyiitt a TG4z2” méjsejtekben. Az a;-b-adrenoceptor

hianyos egerek hasonld viselkedése bizonyitotta, hogy a TGaz2, mint
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Gaprany fehérje az  aj-b-adrenerg jelatvitelben, védelmet nyujt a
majsejteknek a Fas-kozvetitett apoptozissal szemben. Vizsgalodasainknak a
legfontosabb eredménye az a megallapitds, hogy a TGaz2 elvesztése
nemcsak az apoptoézist befolydsolja, hanem a makrofagok fagocitald
képességét is. Az apoptdtikus sejtek csokkent fagocitozisat tapasztaltuk
mind in vitro mind, pedig in vivo a TG4z2”" egerek timuszaban és méjaban.
Egy sor kisérlet utan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a csokkent
fagocitozis részben a nem megfeleld TGF- aktivalasra, amely aktivalas
sziikséges a PS makrofagok altali felismeréséhez, vezethetd vissza. Az
apoptotikus sejtek nem megfeleld eltavolitasanak kovetkezményeként a
TG4z2"" egerekben autoimmunitas alakult ki idés korban.

Osszefoglalva, az adatok arra utalnak, hogy a PS felismerésével
egy parbeszéd alakul ki a makrofagok és az clhalo sejtek kozott. A PS
felismerése egy apoptotikus  sejt-specifikus  makrofag  aktivaciot
eredményez, amely magéba foglalja a TGF-B TGaz2-fiiggd aktivacidjat. Az
aktiv TGF-f ezutan meggatolja a makrofagok gyulladasos citokin
termelését és, ahogy az ebben a munkaban bemutatasra kertilt, stimulalja a
fagocitozist. Ezen feliil, a TGF-f el6segiti a timocitdk apoptdzisat és a
TGé4z2 felhalmozodasat a sejtekben az in vivo apoptdzis soran.
Osszességében, eredményeink tovabbi bizonyitékot szolgaltatnak a
makrofagok és az elhald sejtek kozotti parbeszédre és bemutatjak, hogy a
TGaz2 része az apopto-fagocita gépezetnek, amelynek kritikus szerepe van

a gyulladas és autoimmunitas megelézésében.
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Masodik rész
Bevezetés
Az extracellularis mdtrix szerkezete és felépito fehérjéi

A tobbsejtes szervezetben a sejtek kozotti oldhatatlan, nem-sejtes
anyag az extracellularis matrix (ECM) néven ismert. Az ECM sejtekbdl,
foleg fibroblasztokbdl, kivalasztott molekulak bonyolult keverékébdl all,
amelyeket harom f6 csoportba oszthatunk: 1. szerkezeti fehérjék, amelyek
szerkezeti tamaszt és huzoszilardsagot biztositanak (kollagén, elasztin); 2.
specializalt fehérjék, amelyek féleg letapadasban és migracioban jatszanak
szerepet (fibrillin, fibronektin és laminin); 3. proteoglikanok. A kollagének
az ECM vazszerkezetét és rugalmassagat adjak. és a magasabb rendil
allatokban az 9sszes fehérje mennyiségnek koriil-beliil az egyharmadat ezen
fehérjék adjak. Csaladjuk legalabb 20 rostos fehérjét foglal magaba de a
leggyakoribb az I-, II- és IlI-as tipusu. A fibronektin, az elsé jol koriilirt
adheziv fehérje, két azonos fehérjébol felépild dimer. Legalabb hat,
kiilonbdz6 szubsztratumot, mint példaul a heparan-szulfat, kollagén, fibrin
vagy a sejtfelszini integrin receptor, nagy affinitassal kot alegységet
tartalmaz. Az integrinek a metazoa sejtekben a f6, ECM—hez kapcsolodo,
sejt adhézios receptorok és gerincesekben bizonyos sejt-sejt kapcsolatokban
is részt vesznek. A sejt letapadasanak biztositdsa mellett az integrinek
sejtmembranon keresztiili jelatvitelben is részt vesznek. A ligand kotésekor
sejten beliili olyan jelatviteli utakat aktivalnak, amelyek a sejt
differencialodasat  szabalyozzak. A  miikodoképes integrin - két
sejtmembranon atnytlo glikoprotein alegységbdl all, amelyeket alfanak és
bétanak hivnak. Mindezidaig 18 alfa és 8 béta alegységet azonositottak,
amelyekbdl 25 kiilonboz6 integrin épiil fel.
Tumor képzodés a szdjiiregi laphamban

A daganat kialakulasa ismereteink szerint tobblépcsds folyamat,

melyben a normalis sejt el6szor iniciacion megy keresztiil, amelyet
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felszaporodas és rosszindulatti daganatta alakulas kovet. Ez a sejt miiko-
désében harom nagy valtozast jelent: 1. megvaltozott novekedés, halal és
hosszu élet; 2. akadalymentes sejtvandorlas; 3. 0j érpalyak kialakuldsa
(angiogenezis). A szajiiregi lapham és mas daganatok kialakulasat jelleg-
zetes gének, mint példaul a p53, p27, p16 és ciklin D-1 megvaltozasa kiséri.
A szajliregi nyalkahartyaban etiologiai okokrol, kiillondsen a dohanyzasrol,
alkoholfogyasztasrol és valdszinlileg néhany virusrol, ismert, hogy
sejtciklus szabalyozédsban részt vevo gének megvaltozasat eredményezik,
ezzel hozzajarulva szajliregi diszplaziak és lapham tumorok kialakulaséhoz.

A daganatok kialakulasa és a keratinocitak in vitro transzformalasa
gyakran érinti a sejt-matrix kapcsolatokat is. Az emberi sejttenyészetek
mind a normalis sejt mikodés, mind pedig a daganat kialakulas in vitro
tanulmanyozasahoz fontos eszkdzt nyujtanak. Transzformalt sejtvonalakat
gyakran hasznalnak, mint konnyen tenyészhetd potlék, a normal sejtek
helyett. Ezen feliil, halhatatlan €s rosszindulati tumor sejteket, mint jol
leirhatd modellek hasznalhatunk a tumor képz6dés korai és kés6i fazisanak
jellemzésére. Normal (NOK), SV40 T antigénnel immortalizalt (SVpgC2a)
¢és a malignus (SqCC/Y 1) emberi szajiiregi keratinocitak a szajliregi daganat
kialakulas egy-egy fazisat jelenitik meg azaltal, hogy modellezik a
halhatatlansdg megszerzését, p53 tumor elnyomo funkcio elvesztését és
végiil a daganatos fenotipus megjelenését. Ennek megfeleléen, a NOK,
SVpgC2a és SqCC/Y 1 sejtekbdl felépiild organotipikus epitéliumok keratin
kifejez6dése hasonld volt a normal, diszplazias és jol-differencialodott
lapham-rak szoveteiben tapasztalt keratin kifejez6déshez. Tovabba,
SVpgC2a sejtek a pre-neoplazias 1éziokhoz hasoldan megelkedett osztddast
és apoptozist mutatnak. Azonban meg kell emliteni, hogy az SqCC/Y1
sejtvonal nem az immortalizalt sejtekbdl keletkezett ezért ez a modell egy

nem folytonos harom-1lépcsds tumor kialakulast mutat be.
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Célkitiizés

Célkitiizéstink volt, hogy vizsgaljuk az ECM molekuldk kifejezodését,

valamint a ndvekedésre és migraciora kifejtett hatasukat in vitro emberi

szajiiregi keratinocita tenyészetekben.

Kiséleteink soran célunk volt:

Affymetrix  oligonukleotid  microarray  technikaval
meghatarozni a fibronektin, kollagén ¢és integrin
kifejezodés mértékét normal, SV40 T transformalt és
rosszindulati daganatos emberi szajiiregi keratinocitadkban
meghatarozni az extracellularis fibronektin és kollagén
normal, SV40 T transformalt és rosszindulatu daganatos

emberi szajliregi keratinocitak ndvekedésére, kolonia-

s

23



Anyagok és médszerek

Sejttenyésztés. Normalis szajiregi keratinocitakat klinikailag egészséges
szajiiregi szovetbdl izolaltuk tripszines emésztéssel a Karolinska Intézet
etikai bizottsaganak beleegyezésével. A primer sejteket szérummentes
tapoldatban (EMHA) fibronektin- és kollagén- (FN-COL) boritott
sejttenyészté edényre szélesztettiik. Az SV40 T antigén transzfekcioval
eléallitott halhatatlan SVpgC2a sejtvonalat és az SqCC/Y1 szajiiregi
lapham-rak sejtvonalat szintén EMHA-ban tenyésztettiik.

Jelolt cRNS eloallitdasa. RNeasy kittel minden sejttipusbol teljes RNS-t
preparaltunk. Err6l duplaszala cDNS-t készitettiink majd ezt templatként
hasznalva in vitro biotinalt CTP-t é&s UTP-t tartalmazo, jelolt cRNS-t irtunk
at. A cRNS-t RNeasy affinitas oszloppal tisztitottuk.

Array hibridizacio. A génexpresszid meghatarozasara 12000 emberi
traszkriptet tartalmazo microarray csippek keriiltek hibridizalasra a NOK,
SVpgC2a ¢és SqCC/Y1 sejtekbdl szarmazod jelolt cRNS-sekkel. A
hibridizacié utan a csippeket mostak és streptavidin-fikoeritrinnel festették,
majd HP array leolvasoval 570nm-en leolvastak. A microarray adatokat
GeneChip®4.0 programmal analizaltuk, Microsoft Excel-be importaltuk és
rendeztiik és TreeView programmal abrazoltuk.

Novekedés meghatarozdsa sejtkulturaban. Az 06ssz-sejtszammal jelzett
nettd novekedést Nikon forditott mikroszkop alatt hataroztuk meg naponta
szamolva a mm’re esé sejtek szamat 10 véletlenszertien kivalasztott
latotérben.

Kolonia-képzd hatékonysag (CFE). A sejteket kiszélesztettiik és 8 napig
tenyésztettik EMHA-ban. A tenyészeteket ezutan formalinban fixaltuk és
kristaly-ibolyaval festettilk. CFE-t két parhuzamos tenyészetbdl a 12-nél

tobb sejtet tartalmazé koloniak mikroszkopos szamolasaval hataroztuk meg.
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Eredmények
Oligonukleotid microarray. Mig a fibronektin transzkriptje minden

sejttipusban egységesen nagy mennyiségben jelen volt addig a kiilonb6zo
kollagén és integrin lancok valtozoan fejezédtek ki a harom sejttipusban. Az
immortalizalt SVpgC2a sejtekben megnovekedett kollagén és csokkent
integrin termelést, mig a malignus SqCC/Y1 sejtek ebben a tekintetben
inkdbb a normalis sejtekre hasonlitottak. Osszességében, 20 gén (11
kollagén lanc és 9 integrin alegység) mutatott eltérd kifejez6dést, mig 18
kollagén lanc és 15 integrin alegység nem volt detektalhatd vagy azonos
kifejezodést mutatott a SVpgC2a és/vagy SqCC/Y1 sejtekben a NOK-hoz
hasonlitva.

Fibronektin-kollagén hatisa a sejtnovekedésre. A NOK sejtekhez
hasonlitva nagyobb sejtszam/tenyészedény volt tapasztalhatdo a SVpgC2a és
SqCC/Y1 sejtek esetében. Mindharom sejttipusnal kis, nem szignifikans
kiilonbség volt tapasztalhatdo a sejtszamban, amikor a tenyészedényt FN-
COL-nel boritottuk be.

Fibronektin-kollagén hatisa a CFE-re. A SVpgC2a CFE-je kétszerese
volt a NOK ¢és SqCC/Y1 CFE-jénél. A CFE mindharom sejtnél nagyobb
volt FN—COL hianyaban de a kiilonbség nem volt szignifikans.
Fibronektin-kollagén hatisa a migrdciora. A koloniak minden sejttipus
esetben reprodukalhatéoan  szétszortabbak voltak FN-COL-boritott

felszineken nagyobb felszin/kolonia arannyal.
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Megbeszélés

NOK, SVpgC2a és SqCC/Y1 sejtek szérummentes tenyészeteit
hasznaltuk, hogy vizsgaljuk az ECM fehérjék (fibronektin és kollagén) és
ECM receptor (integrinek) kifejezodését és a kiilséleg adott ECM
talaltuk, hogy a megndvekedett kollagén és lecsokkent integrin termelést
tekintve az immortalizalt, tumort nem kialakitd6 SVpgC2a sejtvonal jobban
kiilonbozott a normal sejtektél, mint a malignus SqCC/Y1 sejtek. A
szajiiregi lapham-rak kialakuldsa jelent6s valtozasokkal jarhat a sejtek
integrin és ECM molekula termelésében. A jol differencialodott szajiiregi
lapham-rakbol szarmazé SqCC/Y1 sejtek kollagén kifejezédése a csokkent
COL7A1 és COL17A1 és a megnovekedett COL6A1 kivételével, a NOK
sejtekéhez hasonld mintazatot adott. Laphadm-rak kialakulhat a jellemz6en a
COL7AL1 és COL17A1 kollagének elvesztésével jaro, 6roklott epidermolizis
bulloza betegség komplikaciojaként. A COL7A1 elvesztését, mint az
invazivitas jele, szintén gyakran leirtak a jol differencialodott lapham-rak
sejtekben. [Ezzel 0Osszhangban, SqCC/Y1 sejtek képesek invazivan
novekedni organotipikus tenyészetben. Mindségi szempontbol a NOK
sejtek integrin mintazata hasonl6 volt az eddigi in vitro és in vivo szajiiregi
hamsejteken  végzett tanulmanyokéban talaltakhoz. A  gyengén
differencialédott lapham-rakokban gyakran megvaltozik az integrin
kifejez6dés mintazata. Ennek megfeleléen, az SqCC/Y1 sejtek integrin
mintazata a normal sejtekéhez volt hasonlatos. Az SVpgC2a sejtekben nem,
illetve rendkiviil lecsokkent integrin és szamos kollagén lanc fokozott
kifejodését talaltuk. Az SVpgC2a sejtekben az a3p1 integrin RNS-ének
NOK ¢és SqCC/Y1 sejtekhez viszonyitott alacsony szintje hasonld volt a
pre-malignus iny-keratinocitdkban talalhatokéhoz. Ezek a valtozasok
hozzajarulhatnak az SVpgC2a sejtek gyengén differencialodott bazaloid

fenotipusahoz, a beldliikk regeneralt hamban a sejtek kozott megfigyelt
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gyenge kohézidhoz és a sejteknek a tenyészedényhez valé gyenge
tapadasahoz. A normal és transzformalt sejteken végzett kisérletes irodalmi
adatoknak megfeleléen mindharom sejttipusban nagy mennyiségben
el6fordulé fibronektint talaltunk.

A keratinocitak proliferacioja és migracidja gyakran egymashoz
kapcsolt de el6fordulhat elkiiloniilten is. E16z6 munkaink kimutattak, hogy
a tenyészedény FN-COL boritasa a tenyésztés kezdetén megnoveli a NOK
tenyészetekben a sejthozamot. A sejtszam emelkedés megnovekedett CFE-
vel és sejtmigracioval jart egyiitt. A fokozott migracio a sejtvonalakban is
kimutathaté volt FN-COL boritas jelenlétében de sejtszam ndvekedés
fokozodas nélkill. Az FN-COL kezdd NOK tenyészetekre gyakorolt
serkentd hatasa abbol eredhet, hogy az ECM fehérjék eldsegitik a
letapadast, migraciét és gatoljdk a szuszpenzié indukalt terminalis
differencialodast. Ezzel szemben az ECM molekuldk és receptoraik aktiv
szintézise a mesterséges FN-COL boritastol fliggetlenné teheti a sejtek
tenyésztését. Az, hogy az FN-COL mindharom sejttipusban az eltérd
integrin mintdzatuk ellenére fokozott migraciot valtott ki azt az elképzelést
tamasztja ala, amely szerint a kiilonboz6 integrin alegységek az adott
¢lettani  hatds tekintetében képesek egylittmiikddni és  egymast
helyettesiteni. Az eredményeink azt mutatjadk, hogy a vizsgalt
sejttipusokban a ndvekedés és migracio elkiiloniilten is el6fordulhat és,
hogy rutin sejttenyésztés soran a standardizalt protokoll leegyszertisithetd a
szabvanyos, nem FN-COL boritott sejttenyészt6 edények hasznalataval.

Osszefoglalva, microarray analizissel és novekedési kisérletekkel
vizsgaltuk a fibronektin, kollagén lancok ¢és integrin receptorok
kifejez0dését és hatasat egy harom 1épcsds, elérehaladd daganat modellben.
A kapott transzkripcids profilok tiikrozik a szajiiregi tumor kialakulds soran
az ECM ¢és sejt kozott lezajlo Osszetett valtozasokat, beleértve az
immortalizalt, nem malignus SVpgC2a sejtekben tapasztalt integrin

szintézisétdl kollagén szintézis iranyaba vald eltolodast. Eszerint az
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integrinek elvesztése tarsithato a differencialédas malignitas nélkiili
elvesztésével. A  vizsgalt sejtek, jollehet kiilonb6z6 novekedési
jellegzetességekkel és gén kifejez6dési mintazattal, de migracio kivételével
hasonléan viselkedtek FN-COL-t tartalmaz6 ECM jelenlétében, illetve
hianyaban, azt sugallva, hogy a keratinocitdk tenyésztése az FN-COL
elhagyasaval egyszerlsithetd. Ezen feliil, amint az bemutatasra keriilt,
szigortian meghatarozott feltételek kozott tobb sejttipussal megvalosithato a
daganat kialakulas kiilonboz6 fazisainak az in vitro modellezése.
Osszefoglalis

Jelen tanulmanyban NOK, SVpgC2a ¢és SqCC/Y1 sejtek
szérummentes tenyészeteit hasznaltuk, hogy vizsgaljuk az ECM fehérjék
(fibronektin és kollagén) és ECM receptor (integrinek) kifejezodését és a
kiilséleg adott ECM molekulak hatdsat a keratinocitadk ndvekedésére és

Eredményeink azt mutatjak, hogy a megndvekedett kollagén és
lecsokkent integrin termelést tekintve az immortalizalt, tumort nem
kialakitd6 SVpgC2a sejtvonal jobban kiilonbdzott a normal sejtektol, mint a
malignus SqCC/Y1 sejtek. Azt is talaltuk, hogy az SVpgC2a sejtek
rendelkeztek a legnagyobb CFE értékkel és novekedési sebességgel. Az
ECM molekulak jelenléte vagy hidnya egyik sejttipus ndvekedését illetve a
CFE értékét sem befolyasolta. Ugyanakkor, a tény hogy az FN-COL mind-
harom sejttipusban az eltérd integrin mintazatuk ellenére fokozott migraciot
valtott ki azt sugallva, hogy a kiilonb6z6 integrin alegységek az adott €let-
tani hatas tekintetében képesek egyiittmiikddni és egymast helyettesiteni.

Mivel a vizsgalt sejtek novekedését nem befolyasolta az FN-COL-t
tartalmazé ECM jelenléte, illetve hidnya, ezért a keratinocitdk tenyésztése
az FN-COL boritas elhagyasaval a jovében egyszeriisithetd. Ezen feliil,
amint az bemutatasra keriilt, szigoruan meghatarozott feltételek kozott tobb
sejttipussal megvalosithatd a daganat kialakulés kiilonboz6 fazisainak az in

vitro modellezése.
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1. Szondy Z*, Sarang Z* Molnar P, Nemeth T, Piacentini M,
Mastroberardino PG, Falasca L, Aeschlimann D, Kovacs J, Kiss I, Szegezdi
E, Lakos G, Rajnavolgyi E, Birckbichler PJ, Melino G, Fesus L (2003)
Transglutaminase 27~ mice reveal a phagocytosis-associated crosstalk
between macrophages and apoptotic cells. Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 100(13):7812-7 IF: 10,7

*: ezen szerzOk egyenlden vettek részt a munkaban

2. Sarang Z, Molnar P, Nemeth T, Gomba S, Kardon T, Melino G,
Cotecchia, Fesus L, Szondy Z Tissue transglutaminase (TG2) acting as G
protein protects hepatocytes against Fas-mediated cell death
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Fontosabb konferenciik

Studies of toxicity, gene expression and transformation-potential of
formaldehyde in cultured normal and immortalized human oral
keratinocytes

Zs. Sarang, J. A. Nilsson, J. Hedberg and RC. Grafstrom

43. International Meeting of the European Tissue Culture Society, Granada,
Spanyolorszag, 2001 (poszter prezentacio)

Influences of retinoic acid and related derivatives on proliferation, apoptosis
and differentiation of cultured human oral keratinocyte lines

Zs. Sarang, Zs. Szondy and R. C. Grafstrom

44. International Meeting of the European Tissue Culture Society, Oxford,
Anglia, 2002 (eléadas)

Retinoid-kapcsolt gének expresszidja normal, immortalizalt és malignus
keratinocitak szérummentes sejttenyészeteiben

Sarang Zsolt, Dirk Dressler, Roland Grafstrom és Szondy Zsuzsa

A Magyar Biokémia Tarsasag éves konferenciaja, Tihany, Magyarorszag,
2003 (poszter prezentacio)

Influences of retinoic acid and related derivatives on proliferation, apoptosis
and differentiation of cultured human oral keratinocyte lines

Z. Sarang, Z. Szondy and RC. Grafstrom

11. Euroconference on Apoptosis, Ghent, Belgium 2003 (poszter
prezentacio)

A szdveti transzglutaminaz védelmet nyujt a majsejteknek a Fas receptor
kozvetitette sejthalallal szemben

Sarang Zsolt, Molnar Péter, Németh Tamas, Gomba Szabolcs, Kardon
Tamas, Gerry Melino, Susanna Cotecchia, Fésiis Laszl6 és Szondy Zsuzsa
A Magyar Biokémia Térsasag éves konferencidja, Sopron, Magyarorszag,
2004 (poszter prezentacio)

Tissue transglutaminase protects hepatocytes against Fas-mediated cell
death

Zsolt Sarang, Péter Molnar, Tamas Németh, Szabolcs Gomba, Tamas
Kardon, Gerry Melino, Susanna Cotecchia, Laszl6 Fésiis and Zsuzsa
Szondy

12. Euroconference on Apoptosis, Chania, Gordgorszag 2004 (poszter
prezentacio)
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