A syndecan-1 szerepe a maj fibrogenezisében
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|. BEVEZETES

A majszerkezet koros atépiilésével és a kotdszoveti elemek felhalmozodasaval
jellemezhetd majcirrhosis stulyos, gyakran életveszélyes szovodményekkel jard betegség,
amely a mai napig komoly egészségiigyi gondot jelent vilagszerte. Ilyen koros kotdszoveti
felhalmozddast, majfibrézist okozhatnak a virusfertézések (hepatitis B és C virusok), a kéros
alkoholfogyasztds, az egyes anyagcsere betegségek (Wilson-kér, haemochromatosis),
autoimmun betegségek (autoimmun hepatitis, primer biliaris cirrhosis), illetve az alfatoxinnal
szennyezett ¢élelmiszerek fogyasztasa. A riasztdo adatok ellenére a kialakult majcirrhosis
visszaforditdsdra hatékony, konzervativ terdpia tovabbra sem 4all rendelkezésre, tartds
gyogyulast még mindig csak a maj transzplantacié igér. Tekintettel az elérhet6 donor majak
alacsony szamdra a megfeleld recipiens kivalasztdsa a transzplantacidoval foglalkozo
szakemberek egyik legnehezebb feladata. A recipiensek kivélasztasa sordn az objektiv
dontések meghozatalahoz kiilonb6zo score rendszerek nyujtanak segitséget. A MELD score
(,,Model for end-stage liver disease”) kizarolag objektiv labor értékeket vesznek alapul, mint a
szérum bilirubin és kreatinin valamint az INR. A MELD-score a révid tavl, harom honapon
beliili mortalitas jo prognosztikai markerének bizonyult, azonban a pontrendszer hasznossaga
mellett figyelembe kell venni a korlatait is. Példaul a majbetegségekhez kapcsolddd vérzés
zavar soran a score rendszerek csak az INR-t veszik alapul, azonban a vérzés zavar egyéb
okait példaul a thrombocyta diszfunkciot figyelmen kiviil hagyjak. A fent emlitettek alapjan a
majcirrhosis kialakulasa molekuldris mechanizmusainak jobb megismerése Ujabb terdpias
célpontok ¢és diagnosztikus eszk6zok kifejlesztését teheti lehetdve.

A m4) fibrosisa soran fokozott kotOszoveti felhalmozddasardl beszéliink, ami a
kotdszovet szintézis és lebontds egyensulyanak felbomldsa miatt alakul ki. A méajat érintd
karositd agensek hatasara lymphocyta infiltracio, és a Kupffer sejtek aktivacigja figyelhetd
meg. A hepatocytak karosodasa, illetve a gyulladdsos folyamat a nyugalomban 1évé HSC-
sejteket aktivalja, azok myofibroblastta alakulnak, melyek fontos szerepet jatszanak a
kotészovet felhalmozodasdban. A myofibroblastok extracellularis matrix komponenseket,
matrix metalloproteazokat, azok inhibitorait illetve autokrin médon haté TGFp-t termelnek.

A klasszikus elképzelés szerint az extracellularis matrix (ECM) pusztan a szovetek
tartoszerkezeteként szolgal, azonban az utdbbi évtizedek soran bebizonyosodott, hogy az
szabalyozasaban is. Az ECM komplex hal6zatanak egyik proteoglikdnjanak, a syndecan-1-
nek (CD138) vizsgaltuk a maj fibrogenezisében betoltott szerepét.

A proteoglikanok fehérjevazahoz O-glikozidos kotéssel szulfatalt poliszacharid lancok
(glikozaminoglikdnok, GAG) kapcsolodnak. A GAG oldallancok lehetnek heparan-szulfatok



(HS), chondroitin-szulfatok (CS), dermatan-szulfatok (DS) és keratan-szulfatok (KS). A
syndecan-1 a transzmembran proteoglikanok kozé tartozé négytagh syndecan csalad tagja.
Elnevezése a gordg syndein (Osszekdtni) szobol szarmazik. Tengelyfehérjéjéhez heparan-
szulfat és chondoroitin-szulfat lancok koétédnek. Mig a molekula citoplazmatikus domain-je
konzervalt, az egyes fajok kozott azonos, addig az extracellularis része eltérd, fajra specifikus
szekvenciat mutat. A syndecan csaldd tagjaira jellemzd az Un. "vedlés" (shedding)
enzimatikus hasitds torténik. Az igy képzd6do fragment parakrin és autokrin szabalyozo
faktorként viselkedik, és a vérplazméaban megjelenik. A lehasitdo enzimeket shedazoknak is
nevezziik, melyek koziil legismertebbek az MMP-2, -9, -7, az MT1-MMP (MMP-14) és az
MT3-MMP. Az érett, felndtt szovetben syndecan-1 dontdéen az epithelialis szoveteken,
valamint a plazmasejtek és pre-B sejtek felszinén taldlhato.

Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai sordn mér vizsgalta a syndecan-1 és mas
proteoglikanok valtozasat a kiilonbozé majbetegségekben. Egészséges majban syndecan-1
foleg a hepatocytak basolateralis felszinén talalhatd, a tobbi sejten expresszidjuk lényegesen
kevesebb. A ma4jfibrosisa sordn a syndecan-1 mennyisége megnd, elsésorban a hepatocytak
ill. cholangiocytdk felszinén, stromalis reakcié nem tapasztalhatd. Fibrotikus, illetve fibrosis
nélkiili hepatocellularis carcinomakat (HCC), illetve nem tumoros kornyezetiiket vizsgalva
azt lathatjuk, hogy a syndecan-1 mennyisége a cirrhosissal jar6 esetekben jobban meg

emelkedik.



Il. CELKITUZESEK

A Korabbi eredményekre alapozva kivantuk megvizsgalni a syndecan-1 a
majfibrogenezisben betdltott szerepét. A kérdés megvalaszolasahoz elsd 1épésben egy human
syndecan-1-et stabilan termeld egér torzs 1étrehozasa volt a cél, mely egér torzsben megfeleld
kontroll allatok hasznalata mellett kisérletes majfibrosist hoztunk létre, négy hoénapon at
vizsgalva a majfibrosis progresszigjat. In vitro sejtes modell rendszerben myofibroblastok és
syndecan-1 tultermelé és kontroll hepatocytak ko-kultiras modell rendszereivel kivantuk
vizsgalni a TGFP1 hatdsat. A fenti modell rendszerekben megvizsgaltuk a kotdszoveti
fehérjék termelddését fehérje és mRNS szinten, valamint a kotdszoveti fehérjék lebontasat
végz0 protedzok aktivitasat, tovabba a madjfibrosis soran fontos szerepet jatszo jelatviteli
utvonalak aktivacidjat is megmértiik. Végiil beteg anyagon vizsgaltuk a syndecan-1

mennyiségének valtozasat klinikopatologiai adatok fliggvényében.



I1Hl. MODSZER

A transzgén egereket megrendelésiinkre Dr. Szabd Gabor vezetésével a Kozponti
Orvosi Kutatointézetben készitették el. A transzgenikus konstrukciéban, melyet Dr. Szilak
Laszlo készitett, albumin promoter utdn klonoztadk a human syndecan-1 cDNS szekvenciajat
(mAlb/hSynd1). Az albumin promoter hatdsara a human syndecan-1 konstitutiv modon csak a
hepatocytak felszinén termelddik.

A vad és human syndecan-1 transzgén (hSDC1 +/+) allatokban thioacetamiddal (TA)
majfibrosist indukaltunk. A thioacetamidot az allatok ivovizében 300 mg/l koncentracioban
higitottuk, az allatok a kezelést 4 hetes koruktol kaptak, a kezelést 4 honapon at végeztiik. Az
allatok ledlésekor nemcsak a majukat hasznaltuk fel, hanem a vériiket is levettiik, melyeket
lecentrifugaltuk és a plazmat -80 °C-on taroltuk. Minden maj felét 10 %-os formalin oldatban
fixaltuk, a masik felét -80 °C-on taroltuk. A formalinban fixalt mintakat paraffinba agyaztuk a
patoldgian hasznalt standard modszer szerint, majd hematoxilin-eosin és picrosirius-voros
festett metszeteket készitettiink.

In vitro kisérleteink soran human LX-2 immortalizalt HSC sejtvonalat, valamint
syndecan-1 transzfektalt Hep3B és kontroll Hep3B (hepatocellularis carcinoma) sejtvonalak
direkt és indirekt ko-kultirds modelljét hasznaltuk. A sejtes modelleket szérum €éheztetés utan
TGFp1 adasaval indukaltuk az LX2 sejtek myofibroblastta atalakulast.

Az in vivo kisérlet soran a felhalmozodott kotdszovet mennyiségét az elkésziilt
picrosirius-voros metszetekrol késziilt morfometriai analizissel megkaptuk a felhalmozodott
kotészovet szazalékos aradnyat, a kollagén-1 mennyiségének valtozasat pedig fluoreszcens
immunhisztokémiai vizsgalattal és RT-PCR-el, valamint in vitro modell rendszerben a
sejtkultirak médiumaban Dot-blottal kovettilk nyomon. In vivo és in vitro modellekben az
SMA valtozasat, mely az aktivalt myofibroblastok markere, fluoreszcens immunhisztokémia
mellett Western-blottal vizsgaltuk. A maj fibrogenezise szempontjabol fontos jelatviteli utak
aktivitasanak vizsgalatat Western-blottal és RT-PCR-ak kovettiik nyomon. A jelatviteli utak
vizsgalata soran syndecan-1 jelenléte esetén a TGFB-1 hatasanak csokkenését tapasztaltuk,
igy megvizsgaltuk a syndecan-1 és a TGFB-1 direkt kotésének lehetdségét is. A fehérje-
proteoglikdn kotés vizsgéalata soran PVDF membranhoz kotott rekombinans TGFB-1-et
syndecan-1 transzfektalt Hep3B sejtek médiumaval inkubaltuk, majd rajtuk syndecan-1
immunreakciot végeztiink megfeleld pozitiv és negativ kontrollok mellett. A human
az egér syndecan-1 és az 0ssz syndecan-1 mennyiségének valtozasat az in vivo mintakbol

szarmaz0 proteoglikan izolatumbol Western-blot analizist végeztiink.



s

blokkbol két-két reprezentativ core-t kiszrva szoveti multiblokkot (,,tissue microarray” —
TMA) készitettiink. Az L.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet archivumabol szarmazo
ma4j mintak koziil 13 eset alkoholos majkarosodasbol, 4 eset hepatitis B, mig 13 eset hepatitis
C virus fertézés talajan kialakult majcirrhotikus esetbdl szarmazott. A TMA-bdl syndecan-1
immunreakciot végeztiink Az immunreakciok erdsségét a Panoramic Viewer programhoz

tartoz6 QuantCenter kiértékeld szoftver DensitoQuant moduljaval végeztiik.



I\V. EREDMENYEK

A picrosirius vOords metszeteken az akkumulalodott kotdszovet mennyiségének
vizsgélata soran a kezelés nélkiili csoportokban mind a vad, mind a transzgén egerek esetében
az erek koril talalhatd kollagénben gazdag szovet. A kezelés hatdsara mindkét csoportban
fokozodott a felhalmozodott kotdszovet mennyisége. Az akkumulalodott kotdszovet
kvantitativ meghatarozasa céljabol morfometriai analizist végeztiink, mely a kotdszovet
mennyiségének szazalékos aranyat adja meg a metszeteken. Az eredmények alapjan a kezelés
masodik ¢és harmadik hoénapjdban, a vad csoportban szignifikdnsan magasabb volt a
felhalmozodott kotdszovet a transzgén csoporthoz képest, mig a kiilonbség kiegyenlitodik a
két csoport kozott.

A kollagén-1 vizsgalata soran a fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgalatok sorén a
picrosirius vorés metszetekhez hasonld képet lattunk. A kollagén-1 mRNS szintii valtozasat
RT-PCR-al vizsgilva az tapasztalhat6, hogy a thioacetamid kezelés soran a transzgén
egerekben szignifikansan kevesebb a kollagén-1 mRNS mennyisége a vad csoporthoz képest,
mig a kezelés negyedik honapjaban a kiilonbség kiegyenlitddik a két csoport kdzott.

A myofibroblastok aktivalodasat az SMA mennyiségének valtozasaval kovettiik
nyomon. A kezeletlen allatok majaban SMA pozitivitast az erek koriil tudunk megfigyelni,
mig a thioacetamid kezelés soran tapasztalt SMA reakcido jol korrelalt a kollagén-1
vizsgélatandl tapasztaltakkal. A ma4j lizatumokbdl mért SMA mennyisége a vizsgalt
honapokban a transzgén egerek esetében sohasem haladta meg a vad tipusokndl tapasztalt
értekeket.

Az eddigi eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy syndecan-1
jelenléte esetén a kotdszovet csokkent termelddése magyarazza a csokkent kollagén tartalmu

A TGFB1 a majfibrosis soran az egyik legfontosabb mediator citokin, mely fontos
szerepet jatszik a HSC sejtek aktivacidjaban, igy megvizsgaltuk a TGFB1 jelatviteli utvonal
aktivalodasat. A TGFB1 és korai valasz génjének, a TIEG-nek, az expresszidjat vizsgalva
mindkét gén aktivalodasat tapasztaltuk a thioacetamid kezelés hatisara, azonban a transzgén
egerek esetében az mRNS mennyisége tobb honapban is szignifikdnsan alacsonyabbnak
bizonyult a vad csoporthoz képest. A pSMAD2 és pSMAD3 fehérjék a TGFB1 kanonizalt
jelatviteli utvonalanak fontos tagjai, melyek mennyiségének vizsgélata soran hasonlo eltérést
tapasztaltunk, a TA kezelés masodik hoénapjdban szignifikdnsan nagyobb mennyiségben
voltak jelen a m4j izoldtumokban a vad csoportokban a syndecan-1 transzgén egerekhez

képest.



A TGFB1 mellett mas az irodalomban leirt, a majfibrosisban fontos szerepet jatszo
jelatviteli utvonal aktivitasat is megvizsgaltuk (pl.: ERK, Akt, GSK, NFKB ¢és FAK).
Mindegyik vizsgalt utvonal a thioacetamid kezelés hatdsara aktivalodott a kezeletlen
példanyokhoz képest. Az emlitett jelatviteli tvonalak koziil kiemelendé az ERK ttvonal,
mely a TGFPB1 non-kanonizalt Utvonala. Az ERK vizsgalata soran hasonlo eltérést
tapasztaltunk a korabbiakhoz. A kezelés elsé és masodik honapjdban a vad csoportban
szignifikdsan nagyobb mennyiségben voltak jelen a transzgén egerekhez képest.

Kovetkezd 1épésben meg kivantuk vizsgalni a TGFB1 hatasat in vitro modellben, mely
soran syndecan-1 transzfektalt és kontroll Hep3B és LX2 immortalizalt HSC-sejteket
hasznaltunk, majd 2 ng/ml TGFB1 kezelést alkalmaztunk. Azon ko-kultaras modellekben,
ahol a médiumban jelentds mennyiségi human syndecan-1 jelen van a TGFB1 hatas nem
tudott érvényesiilni, az SMA ¢és a TIEG expresszios szintje szignifikdnsan alacsonyabbnak
bizonyult a nem transzfektalt hepatomékkal létrehozott tenyészetekéhez képest.

A fenti eredmények alapjan igazolhatd, hogy a syndecan-1 gatolja tobbek kozott a
TGFB1 aktivalt jelatviteli utakat, igy megvizsgaltuk, hogy a syndecan-1 milyen kapcsolatban
all a TGFP1 citokinnel.

Rekombinans TGFB1-et immobilizaltunk PVDF membranra, melyet human syndecan-
1 taltermelé hepatoma sejtek médiumdval inkubaltuk. Megfeleld6 mosési 1épések utan
extracellularis syndecan-l-el reagdld ellenanyaggal immunreakciot végeztiink. Az
immobilizalt TGFPl-nek megfeleld teriileteken specifikus reakciot latunk, igy
bebizonyitottuk a syndecan-1 kotédését a TGFB1-el.

Kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy a syndecan-1 ¢és a TGFB1 komplex
megjelenhet-e az egerek plazmajaban, melyhez ELISA modszert alkalmaztunk. A human
syndecan-1 mennyisége a thioacetamid kezelés hatasara szignifikans ndvekedést mutat a
kezeletlen példanyokhoz képest. Az egér TGFP1 szérum koncentracidja a thioacetamid
kezelés hatasdra a vad példanyokban csokkend tendenciat mutatott, mig a hSDCI1+/+
példanyokban stabil szintet tapasztaltunk a kezelés soran, habar a két csoport kozotti
kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak.

Az ELISA eredmények alapjan bizonyitottuk, hogy human syndecan-1 jelenléte esetén
az egér TGFB1-e a periférias vérben megjelenik, a korabbi eredmények alapjan feltehetdleg
komplexben kétve.

Megvizsgaltuk az in vivo mdj mintdinkban a human, az egér és az 0ssz syndecan-1
valamint a heparan-szulfat mennyiségének valtozasat. Kezelés nélkiil a human syndecan-1 a
hepatocytak basolateralis felszinén jelent meg. A thioacetamid kezelés hatasara a human

syndecan-1 mennyisége folyamatos csokkenést mutat. Az egér syndecan-1 mennyiségének a



meghatarozasa érdekében teljes proteoglikan izolatumbol végzett egér syndecan-1 Western-
blotot végeztiink. A thioacetamid kezelés hatasara mindkét csoportban progresszivan megnott
az egér syndecan-1 mennyisége. A human syndecan-1 transzgén egerekben az endogén egér
syndecan-1 enyhébb emelkedést mutat, amely jelenség hatterében kompenzatorikus
folyamatok allhatnak. A syndecan-1 intracellularis domain-e ellentervezett ellenanyaggal
késziilt Western-blotton vizsgaltuk a maéjizolatumokban 1évé 6ssz syndecan-1 mennyiséget,
mely magaba foglalja shedding mechanizmusa utan a majban marado syndecan-1 csonkot is.
Mind a két csoportban megnd az Ossz syndecan-1 mennyisége, azonban a transzgén egér
torzsekben a syndecan-1 tultermelés miatt minden vizsgalt honapban nagyobb volt a
syndecan-1 mennyisége. A proteoglikdnok oldallancokhoz kapcsolodd heparan-szulfat
mennyisége a transzgén egerek esetén részben kovette a human syndecan-1 immunreakcional
tapasztaltakat. A kezelés masodik honapja utan a heparan-szulfat mennyisége folyamatos
csOkkenést mutat a kisérlet befejezésig. A vad példanyok majaban a hepardn-szulfat
mennyisége a masodik honapban emelkedik meg, mig a kezelés végére visszacsokken a
kiindulasi szintre.

A kotOszovet lebontasat végzé enzimek kozil az MMP-2 és MMP-9 enzimek
mennyiségét zselatinaz reakcioval. Az MMP-2 és -9 a thioacetamid a kezelés hatisara
mindkét csoportban megnd, azonban az enzimek aktiv formajanak megjelenése nem volt
tapasztalhato.

A syndecan-1 sheddingjében részvevé egyik enzim az MMP-14 metalloproteaz
mennyiségét is megvizsgaltuk. Hep3B/LX2 és Hep3B SDCI1/LX2 ko-kulturdk médiumaiban
vizsgaltuk az MMP-14 aktivitasat. Az MMP-14 mindkét sejt modell médiumaban megjelent,
habar a Hep3B/LX2 sejt ko-kulttra esetén kevesebb volt a syndecan-1 taltermelé mintakhoz
képest. Mig a Hep3B/LX2 modellben inkabb az inaktiv forma, addig a Hep3B SDC1/LX2
mintak esetén az aktiv forma is megfigyelhetd, tovabba a syndecan-1 jelenléte MMP-14
mennyiségét megndveli. Az egér mintdkban MMP-14 immunreakcioval vizsgaltuk az enzim
megjelenését €s valtozasat a kezelések soran. Az MMP-14 a thioacetamid kezelés masodik
honapjaban fokozodott a human syndecan-1l-et termelé majakban, a tobbi csoporttal
ellentétben a hSDCI1+/+ éllatok majaban a kezelés masodik honapjaban nemcsak a
sinusoidokban 1év0 non-parenchymalis sejteken, hanem a hepatocytdk plazmamembranjaban
1s megfigyelhetd. Ezen eredmények alapjan a syndecan-1 fokozza 6nmaga sheddingjét az
MMP-14 termelésén keresztiil.

Habar kutatd csoportunk korabbi eredményei alapjan mar tudtuk, hogy a syndecan-1
mennyisége megnd cirrhosis hatidsara, megvizsgaltuk, hogy a majbetegségek klinikai

vonatkozasaban tapasztalhato-e relevans, a diagnosztika és a terapia szempontjabol is hasznos



eltérés. A harom leggyakoribb etioldgiai faktor alapjan nem talaltunk szignifikans eltérést az
egyes csoportok kozott. A MELD-score pontérték emelkedése pozitiv tendenciat mutatott a
syndecan-1 szintjével, itt a legalacsonyabb és a legmagasabb pontérték kozotti kiilonbség

szignifikansnak bizonyult.



V. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6 megallapitasai a kovetkezoek:

A human syndecan-1 termelése véd a fibrogenesis korai fazisiban a kotdszovet
felhalmozddasa ellen.

A csokkent kotdszoveti felhalmozodas hatterében a csokkent myofibroblast aktivitasa
¢s az alacsonyabb kollagén-1 termelés all.

A syndecan-1 megkoti a TGFp1-et.

Mivel a syndecan-1 és a TGFP1 koncentracio az egerek szérumaban parhuzamosan n6,
feltételezhetd, hogy a szérumban legalabb részben egymashoz kotott formaban vannak
jelen.

A transzgén egerek majaban a TGFB1 fiiggd jelatviteli utak a vad csoporthoz képest
csokkent aktivitast mutatnak, amit a kotdszovetben 1évé relative TGFB1 hiany
magyarazhat.

A syndecan-1 autokrin médon a sajat ,,shedding”-jét fokozza az MMP-14 aktivalasan
keresztiil.

A vizsgalt human cirrhotikus mintadkban a syndecan-1 mennyisége nem mutatott
MELD-score ¢értek esetén szignifikansan magasabb syndecan-1 mennyiséget

igazoltunk.
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