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Bevezetées
Az Oregedésél altalaban

Az oreged populacié aranyanak névekedése mar ebben az édtwar is hatalmas nyomast
fog gyakorolni a tarsadalomra, kulonésen az egészgée, a munkaér piacra és a

nyugdijrendszerre.

Az EU27 tagallaméaban kivétel nélkil minden orszégdkezzel a problémaval. A 2008-ban
mért median atlagéletkor (40,7 év) 2060-ra mar €¥%,%sz. A 65 év felettiek aranya pedig
17,1%-r6l (84,6 milli human 2008-ban) 30%-ra (Bbillio) fog emelkedni 2060-ra.

A tidé 6regedése

Az Oregedés soran a fildeljes tomege csokken a kapillarisok szamaval #gWr Uj
alveolusok kialakulasa is korlatozédik. Az dregediésehaladtaval a tifgzovet hajlamossa
valik a fibrozisra, fekiz6 és tumoros megbetegedésekre egyarant. Kuléntamilmanyok
kimutattak, hogy az oreg tée jellem®d a szerzett emfizémara hasonlitd |égtér-
megnagyobbodas, ami 50 éves kor felett a nem dabamgészséges félitekben is

kimutathat6.

Mig mas szervek, szervrendszerek oregedése jointanyozott, addig a tigddoregedésének
molekularis hatteréf keveset tudunk. A legtébb vizsgalatot és tanulyh&gereken végezték
el és habar hasonlit az emberben lejatsz6d6 folgkinaz, mint példaul a légtér-
megnagyobbodas, azonban az egerek nem a legjoblellmédiények a molekularis
valtozasok és mikrokdrnyezet tanulmanyozasara. Mamden élettani folyamat egyezik
ugyanis az egerek és az emberek dégndszerének dregedése soran. Példaul egerekben az

Oregedés is hamarabb jatszodik le, és gyorsabbmaagy végbe, mint az emberekben.
A normal tid é funkcidja

Az alveolusok a gaz csere szintere, melyben ké&inkid epitél sejt talalhaté. Az egyes
(ATI) és a kettes tipusu (ATII) alveolaris epitéjtek. Az egyes tipusu alveolaris epitél sejtek
szerepe viszonylag egys#ien gazcsere megy keresztil ezeken a nagyon vélaieken. A
kettes tipusu alveolaris epitél sejtek funckidjardzan ennél sokkal bonyolultabb. Egyrészt
6k termelik a szorfaktans (SFP) fehérjeket. Ezelelzefjék lipoproteinek és csokkentik a
fellleti feszlltséget az alveolusokban. Ezen kia#l ATIl-es sejtek rendelkeznebsseijt
funkcioval is.Ok a fakultativ progenitor sejtek a tiidlveolaris régidjaban. Azon kiviil, hogy



képesek megujitani sajat magukat, in vitro korllpednk6zott mar bizonyitottak, hogy

képesek ATI-es sejtekké is alakulni.

A funkciojuk megtartasdhoz elengedhetetlen trigiteket azonban 6nélléan nem, vagy csak
kis mértékben képesek felvenni a vérarambdl. A litegdeket a lipofibroblasztok
szolgaltatjadk az ATIl-es sejteknek. A lipofibroltésk, vagy lipid-hordozo fibroblasztok az
ATll-es sejtek mellett talalhatéak a thichlveolaris régidjaban. A lipid felhalmozasat a
peroxiszOma osztédasét aktivalo receptor gamma lRPés a zsirirdnyu differencialédashoz
kothety fehérie (ADRP) szabdlyozzak. PPAR hidnydban a lipofibroblasztok
myofibroblasztokka alakulnak, melyek mar nem kékdgrdeket tovabbitani az ATIl sejtek
iranyaba, tehat nem képesek fenntartani a norndéfuikciot. A lipofibroblasztok csdkkent
szadma kulonbdz tudsbetegségekhez vezethet, mint példaul a kronikustrukiss
tudobetegség (COPD) vagy a tiufibrézis.

PPARy

A peroxiszOma proliferator aktivalt receptorok akledris hormon receptor szupercsaladba
tartoznak, melyek transzkripcios faktor szintenez&bdrben szabalyoznak kulonibéaettani

folyamatokat. PPARRaz egyike a PPAR receptoroknak és szamos szovexpeaesszalodik.

PPARy legnagyobb mennyiségben a fehér és a barna agétbei expresszalodik, ahol @ f
szabalyozéja az adipogenezisnek, egy potens modalatzsir metabolizmusnak és az inzulin
erzekenységnek az egész testben. Szamos szévetltdk mar a PPARjelenlétét, igy a
tudében is.

A posztnatalis tidl fejlédésében szerepet jatsz6 PRARegtalalhatd mind a tddepitél és
fibroblaszt tipusu sejtjeiben. A PPARz epitél, azaz hamsejtek differencidciojaértldsle
molekula, mely a tidl struktirijanak kialakitasaban és a gyulladasoyarioatok
kontrollalasaban is szerepet jatszik. Mig a fibasht sejtek esetében a lipofibroblaszt iranyu

differenciadlédasban elengedhetetlen molekula a BRPAR
Whnt-ok és a bétaf) katenin utvonal

A Wnt csalad 19 szekretalt glyco-proteint tartalmamelyek szamos fégiésben fontos
folyamatot szabalyoznak. Kéb fielatviteli atvonal kilonithét el: a kanonikus és a nem-
kanonikus Utvonal. A Wnt fehérjék receptorai a Hed molekulak.



Altalanosan a kanonikus Wnt molekula hianyaban likogén szintaz kinaz B (GSK3)
0sszekottetéesben az APC molekulaval és az axirrjésted foszforilalja a citoplazmaban
talalhato B-catenin molekulat. A foszforilalf3-catenin ubiquitindlodik majd lebomlik a
proteoszoOmaban. Azonban Wnt molekula jelenlétébendisheveled (Dvl) komplex
aktivalodik és foszforildlja GSK{BAPC-axin komplexet. Ez a folyamat R-katenin
akkumulaciéjahoz vezet a citoplazmaban. ddsaf-katenin a magba vandorol és kilondoz

transzkripcids folyamatokban vesz részt.



Anyagok és médszerek
Etikai engedély

A tiids szovetmintakat a Pécsi Tudomanyegyetem, Altal@wsstudomanyi Kar, Sebészeti
Intézete biztositotta szamunkra. A projekt az EgyetEtikai Bizottsdga jévahagyta. A
paciensek irdsos beleegyezésikkel hozzajarultalgy h® mintaikat kutatasi célokra

hasznaljuk. A mintakat név nélkul kezelttk.
Allatok

A kisérleteinkhez beltenyésztett Balb/C albiné d@dérset hasznéltunk mindkét neshbAz
egerek standardizalt kortalmeények kozott éltek, abotaplalék és az ivoviz szabadon

rendelkezéstikre allt. Az allatokat 1, 3, 6, 12,28hdnapos korukban aldoztuk fel.
Sky scan microCt

Az egereket elaltattuk Na-pentobarbiturattal (eoifaz2s a SkyScan 1176 microCt-be
helyeztik. A gép 11 megapixeles kameravel felstegysége a légzésik alatt felvételeket

készitett.
TlUdésejtek izolalasa

Az egerek tudejét altatas utan perfundaltuk a jedimran keresztil foszfat pufferrel (PBS),
hogy csokkentsik a tddveértartalmat. Majd a tid eltavolitottuk és megtisztitottuk a
kotészovetdl. Ezutan kisebb darabokra vagtuk és folyamatoseiéss mellett kollagenéz-
diszpaz-DNaz oldatban 50 percen keresztll eméskigtz emeésztett tifdsejteket 70um —es

sejtsZiron ats#irtik.
TlUdésejtek szortolasa

A tudébol  készilt egysejtes szuszpenziét megjeldltik CDARzFel (Pécsi
Tudomanyegyetem, Immunologiai €s BiotechnologidéZat) és anti-EpCAM1 antitesttel,
amit korabban phycoeritrinnel konjugaltattunk (G8l&e ATCC). A sejtszortolas FACSAria
lll (BectonDickinson) sejtszorter segitségéveldiitt

Sejtvonalak

A kisérletekhez TEP1 és Wnt4 overexpresszalé TERYomalak fellliszoit hasznéltuk. A

sejtek DMEM (Dulbecco altal modositott Eagle mediumnza) médiumban névekedtek



melyhez 10% FCS-t, penicillint, streptomicynt ésalmercaptoethanolt adtunk hoza. A sejtek

37°C-0s nedvesitett termosztatban, ahol akoOcentracio 5%.
Haromdimenzids (3D) emberi tlid szovet kultarak

A haromdimenziés emberi human &idzovet kultirdkat Prof. Pongracz E. Judit altal
szabadalmaztatott protokollal készitettik és kigiietids hdmsejtekél (SAEC) és normal
human tid fibroblasztokbdl all. Mindkét sejt human primeddisejt €és a Lonza arusitja. A
két sejttipus a Lonza altal biztositott epitelidis/ekedési médiumban (SAGM) és fibroblaszt
novekedési médiumban (FGM) novekedett, majd a hdimenzids szovetkultirakhoz ezek

1:1 aranyu keverékét hasznaltuk.

Rekombinans Adeno (rAd) és Lenti (L) viralis konstukciok és a veluk tortéré infekcio

epitél és fibroblaszt sejtekbe.

Az ICAT szekvencidt polimerdz lanc reakcié soranlsdkszorositottuk a 5’

ATGAACCGCGAGGAGCA-3' és a b5-CTACTGCCTCCGGTCTTCC-3' primer

szekvenciak segitségével és egy bi-cisztronikus GHHd fluoreszcens fehérje) Adeno
Shuttle és Lenti WPTS vektorokba klénoztuk. A Sleuttektort homoldg rekombinaciéval
adenoviralis vektorba klénoztuk. Az adenoviruso#a93 csomagolo sejtvonal készitette
miutan a linearizalt plazmid DNS-eket Lipofectamir®00 segitségével a sejtekbe
transzfektaltuk. A virusokat adenovirdlis tisztikittel (BD Bioscience) tisztitottuk és

koncentraltuk.
Western blot analizis

A fiatal és az 6reg tiidszoveteket jégen 20 percen keresztil lizaltulspiziferben (20mM
HEPES pH 7.4, 1ImM MgG| 1mM CaC} 137mM NaCl, 50mM3-glycerophosphate, 2mM
EGTA, 1% Triton X100 supplemented with 1mM DTT, 2mRMSF, 2ug/ml leupeptin, 1
pg/ml aprotinin, 1ug/ml pepstatine), majd folyékony nitrogénben megésgtottuk és -
80°C-on taroltuk. Miegitt 10%-0s SDS-PAGE gélre toltottik, a mintakatdethltuk 2x SDS
minta pufferben. A fehérje koncentracidkat bicinaimic-acid esszével mértik (Sigma), a
gélre ugyanakkora mennyidéfehérjét toltottiink, ami aztan nitrocellul6z mesdtra vittiink
at. A membranokat 1%-os BSA és 0,05%-os Tween, FBSerben blokkoltuk. Az
elsbdleges antitesttel egy €jszakan at inkubaltunk i(&katenin, anti-Wnt4 antitestek,
1:1000-es higitassal, mindkét antitest a Santa-@lugzarmazik). Masodlagos antitestként

anti-egér és anti-kecske HRPO konjugalt antitestblesznaltunk 1:1000-es higitasban. A



blottok vizualizalasahoz kemilumineszcens Supegdigittet hasznaltunk és denzitometriaval
kvantifikéltuk (LAS 4000).

RNS izolalas

A sejtmintdkat RA1 pufferben homogenizaltuk, majdRNS izolalast a Nucleospinll RNS
izolalé kittel hajtottuk végre. A DNS emésztés azlopon tortént RNaz mentes DNéaz

“ sz

Val6s-idejii kvantitativ PCR

Magas kapacitdsu cDNS ir6 kit segitségével sza@tkbtink az RNS-8l cDNS-t, 1 ug teljes
RNS-t felhasznalva a gyarté ajanlasa alapjan. &nmewanszkripcio 2d teljes térfogatban
random primerekkel tortént. A valds iflekvantitativ  PCR reakcidé a gén expresszid
analizisére szolgélt. A reakciohoz ABsolute qPCRBRYGreen low Rox mixet és gén
specifikus 100 nM primereket hasznaltunk. Az erealya&etp-aktin génhez normalizaltuk. A
primer szekvenciak az alabbi tablazatban lathatdaRCR kondicidk a kovetkék voltak:
95°C 15 percig, majd 40 cikluson keresztul 95°Qri&sodpercig, a primerek Kitese 58°C-
on tortént majd a TAQ polimerdz 72°C-on 1 perci@ ia szekvenciakat. Minden egyes
reakcidban a disszocidcidos gorbe analizisével d@ileik az adott termék specifikus
amplifikaciojat. Az eredményeket a ddCt modszenaghroztuk meg a kévetkéanddon: az
atlag Ct értekeket a parallel mintdk atlagabdl sdéuk. A dCt értékeket ugy kaptuk meg,
hogy az érdekidésiinkbe tartozd gén Ct értekEkivontuk a haztartasi gén (jelen esetlfien
aktin) Ct értékét. A ddCt érték a kulonbség az @ea fiatal dCt értékek kozott. A relativ

mennyiséget pedig a kdvetkeformulaval szamoltuk ki: RQ=2"""

Primer szekvenciak

Primerek Forward Reverse

egér primerek

egérp-Aktin TGGCGCTTTTGACTCAGGA GGGAGGGTGAGGGACTTCC
egér PTHrPR GGCGAGGTACAAGCTGAGAT ACACTTGTGTGGGACAGT
egér Wnt4 CTCAAAGGCCTGATCCAGAG TCACAGCCACACTTCTCCAG
egér Wntba AAGCAGGCCGTAGGACAGTA CGCCGCGCTATCATACTTC
egér Wntll GCTCCATCCGCACCTGTT CGCTCCACCACTCTGTCC
egér PPAR CCCAATGGTTGCTGATTACAAA | AATAATAAGGTGGAGATECAGE
egér ADRP CGCCATCGGACACTTCCTTA GTGATGGCAGGCGACATCT
egeér Sirtl GACGATGACAGAACGTCACA GATCGGTGCCAATCATGAS




egeér Sirt7 TGAGACAGAAGAGGCTGTCG TGGATCCTGCCACCTATET

human primerek

humanf-Aktin GCGCGGCTACAGCTTCA CTTAATGTCACGCACGATTCC
human PPAR GGTGGCCATCCGCATCT GCTTTTGGCATACTCTGTGATCTC
huméan S100A4 TGGAGAAGGCCCTGGATGT CCCTCTTTGCCCGAGTRIS
humén ILB TCAGCCAATCTTCATTGCTCAA TGGCGAGCTCAGGTACTTCTG

Immunfluoreszcencia

Az egerek intraperitonidlis altatdsat ket a jobb kamran keresztil perfundaltuk foszfat
pufferrel (PBS). A tudk in vivo korilmények k6zott a trachean keresztibsztat beagyazé
meédium és PBS 1:1 aranyu keverekével toltottik dsl-80°C fagyasztottuk le. A metszés

Leica kriosztattal tortént a metszetek vastagsagam.

A human mintak a feldogozasig 1% FCS-t tartalma84Ben tartottuk szobé&mérsékleten.

A feltdltés, fagyasztas és a metszés a kordbbgpatiéak alapjan tortént.

A 3D human tlfiszovetek esetében a kezelés végén Ovatosan dlvéublia 24 lyuku plate-

rol és TissueTek kriosztat beagyaz6 médiumban fagpytisk le -80°C-ra.

A késsbbi hisztoldgiai megfigyelésekhez a 7-9 um vastggsaetszeteket hideg acetonban

fixaltuk 10 percig.
Antitestek és fluoreszcens festés

A fixalas utan a metszeteket 5%-0s BSA oldatbaitetdik 20 percen keresztll, majd az
immunfluoreszcens festést végeztik el megiedeititestek segitségével. Az egér mintakhoz
anti-Wnt5a (Santa Cruz) és anti-EpCAM1-FITC (cl@®8 ATCC) antitesteket hasznaltunk,
mig a human mintadkhoz anti-SPC (Millipore) antigéstt 3D human tiidzoveti modellhez
pedig anti-KRT7 (DAKO), anti-E-kadherin (AbCam) &sti-SPC antitesteket hasznaltunk. A

szoveteken mindig 1 érat inkubaltunk azédleges antitestekkel.

A masodlagos antitestek northern light anti-egéA®8_és anti-nyul NL557 (R&D systems)
voltak. Az el$dleges antitesttel tértént inkubalas és az azttkawesas utan, a szoveteket a
masodlagos antitestekkel 1 6ran at inkubaltuk. preeokat DAPI (Serva) magfestéekkel
jeloltik. A képeket CCD kameraval felszerelt OlyrapiX81 fluoreszcens mikroszkoppal
készitettiik. A késbbi kép feldolgozasahoz az ImageJ szoftvert has#nah fluoreszcens



képeket a StrataQuest programmal is analizaltukllyeteaz intenzitds kulénbségeket

allapitottuk meg.
Hematoxylin-Eozin festés

A metszést kovéen a mintakat rogton megfestettiik Hematoxylinnatésinnal. A képek a
Pannoramic Desk géppel (3D histech) késziltek éBamanoramic viewer programmal
analizaltukéket (3D histeh).

Neutrdlis zsirfestés

Az egér tud metszeteket hideg acetonban fixaltuk majd antiAdC-FITC antitesttel
festettik meg. A festést kovenn LipidTox (Life technologies Inc.) festést vege®t el,
amivel a neutralis zsirokat tettiik lathatova. Aofleszcens képeket a korabbiakhoz hasonloan

készitettilk és analizaltuk.
Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + atlagos eltéréssel abrazotomkkor lehebség volt ra. A kilonbségeket a
kisérleti csoportok kozott a Student féle T-tesz@iBapitottuk meg, ahol szignifikdns
eredménynek a 40,05 tekintettik. A normal eloszlast Kolmogorov-8moif teszttel

allapitottuk meg.



Eredmények
Morfologiai valtozasok az dreged tidében

A t0d6 funkcidja az 6regedés soran folyamatosan romtikda gyulladasi folyamatainak és a
strukturdlis valtozdsoknak koszonbet. Az irodalomban erre a folyamatra, mint az
Oregedéssel jar6 emfizémaként hivatkoznak. A mika@mputeres tomogréafias és a
hematoxylin eozinos vizsgalataink kimutattak a niegkedett légteret mind az egér, mind

pedig a human szdvetben.

Hogy igazolni tudjuk az epitelialis réteg degen&ijit, ,egysejtes” szuszpenzidt hoztunk
létre az egér tlibzovetldl és a sejteket FACS-Arialll sejt szorter segitsepé

szétvalasztottuk EpCAM1 és CD45 pozitivitas alapjdn sirtiség plottok analizalasa
ravilagitott, hogy a CD45+ sejtek szama szignifd&gm megemelkedett, mig az EpCAM1+

sejtek szama szignifikdnsan csokkent az dregii€id a fiatalhoz hasonlitva.
Mind a PPARYy és a lipid expresszids szintek csokkennek dreged&san

Amig az oOregedéssel jar6 krénikus gyulladds miaakulé szoveti kdrosodas érthet
folyamat, addig a nem hatékony szoveti regenend@d kevésbé. Mivel a lipofibroblasztok
esszencidlis sejtek az ATll-es fakultatissejtek fenntartasaban molekularis vizsgalatoknak
vetettik ala a sejteket. &zor a zsir iranyu differenciaciohoz és egyberpafibbroblasztok
életben maradasdhoz elengedhetetlen RPAR ADRP mMRNS expresszids szinteket
vizsgaltuk és azt tapasztaltuk, hogy mind adetblekula cstkkent szintet mutat az 6reg
sejtekben a fiatalhoz képest a szortolt EpCAM1 fpodham jelled sejtek) és a szortolt
EpCAM1 negativ (tovabbi, zémmel mezenchimalis fllesejtek) sejtekben egyarant. A
valés idefi kvantitativn. PCR eredményeket 6st6r neutralis zsirfestéssel igazoltuk.
Eredményeinken Ol latszik, hogy az egy honapos ggiejében sokkal tébb zsir talalhato és
ezek a zsircseppek kolokalizaciét mutatnak a dagteknig az oreg titiben csak nagy zsir
lerakodasok lathatdéak a sejteken kivil. A PRA&hérje csokkenésére western-blot reakciot
is elvégeztiink. Ennek eredménye, hogy a fiatal €gérdnapos) tideje sokkal tobb PPAR
fehérjét tartalmaz az oreg egér (24 hoénapos) thdejdasonlitva. Ez az eredmény utal az

Oregedéssel jar6 PPARogyasra.

Az irodalom alapjan a paratireoid hormonnal 6ssggfifehérje receptora, a PTHrP receptor,
egy potencialis markere, egyben elengedhetetlezptera a lipofibroblaszt sejteknek. Ezért

az EpCAML1 negativ sejtekben megmértik a PTHrP tecepRNS szintjét mind fiatal mind



pedig Oreg egér tudejében azzal az eredménnyely hoB4 hdonapos egér sejtek sokkal
kevesebb PTHrP receptort tartalmaznak, mint al feztjgek.

A Wnt mikrokdrnyezet megvaltozasa tid 6regedése soran

Uj keletii tanulmanyok igazoltak a Wnt szignal molekulak émstagat a PPARaktivitasban.
Takada 2009-ben leirta, hogy kanonikus Wnt-ok amegljak a PPAR hatdsat oszteoblaszt
differenciacioban. Sajat munkacsoportunk azt isukatta, hogy a Wnt4 tultermeltetése TEP1

timusz epitél sejtvonalban a PPABXpresszio csokkenését eredmeényezte.

Oreged tuddben szamos Wnt kozil a Wnt4 emelkedett szintet toititenind a 24 hénapos
EpCAM1 pozitiv és negativ sejtekben és a Wnt5a lemdelkt szintet mutatott az EpCAM1
negativ, tehat a fibroblaszt jeliegejtekben. A PCR eredmények igazolasara westetn-bl
reakcidban kimutattuk, hogy a Wnt4 fehérje is megigedik az 6reg egér tidnintakban. A
Whnt5a-t pedig immunfluoreszcens festéssel mutakiukatal (21 éves) és 6reg (73 éves)

human tid metszeteken. A 73 éves humandiien a Wnt5a ésebb expressziét mutat.
A PPARYy expresszidp-katenin-fliggé valtozasa

A korabbi eredményeink és irodalmi adatok altatt ladatok azt sugalljak, hogy a kanonikus
Wnt szignal utvonal szabalyozza a PRA®Xpressziot. Mivel, mind a Wnt4, Wnt5a és Wntl11
képes aktivalni a kanonikus Utvonalat a Wnt4 mdikufokuszaltunk, mert a Wnt4 mRNS
mind az epitelidlis, mind a fibroblaszt jellegejtekben is emelkedett szintet mutatott. Azért,
hogy képesek legylnk a Wnt molekulak altal téstealtozasokat nyomon kévetni 3D in vitro
human tud szferoidokat hasznaltunk. A 3D tticszOveteket Wnt4-et tartalmazé TEP1
feliluszéval kezeltik egy héten keresztil, majdésaldeji kvantitaiv PCR reakcioval
megmértik a PPAR expressziot. A Wnt4 Aaltal kezelt thidszovetekben a PPAR
expreszzidja csOkkent a ctrl fellliszéval kezelbvetekhez képest. Kismolekuldkat ezen
belul LiCl-t 10mM-os koncentracioba (Wnf-catenin aktivator) és IWR-t 1uM-os
koncentraciéban (Wnp-katenin inhibitor) hasznalva azt tapasztaltuk, yhag p-katenin
serkentése is képes csokkenteni a PPARpressziot, mig &-katenin gatldsa enyhe
emelkedést eredményezett a PRARRNS expresszidjaban. Kdd NHLF sejteket
kezeltink LiCl-dal és IWR-rel majd western-blot kegban a p-katenin expresszidjat
vizsgalva fény dertlt arra, hogy a LiCl képes a ¥méz hasonldéan aktivalni ixkatenin
akkumulaciét, mig az IWR csokkentett@-&atenin szintjét a sejtekben. Ezek az eredmények

arra utalnak, hogy a szervezetben a megnévekedetd \Bkpresszid csokkenti a PPAR



fehérje szintjéet kanonius WS@ttatenin Uutvonalon keresztll, és ez a valtozas a
lipofibroblasztok szamanak csokkenésével is eggiittAhhoz azonban, hogy megvizsgaljuk,
hogy az epitél sejtek szadmat is csokkenti-e a PPi&Rérjének a redukcidja, pro-szorfaktans
C fehérje festést végeztink a Wnt4-gyel kezelt 8@ tszbveteinken. Egy hét kezelés utan
immunfluoreszcens képen azt tapasztaltuk, hogyPaz festdés alacsonyabb szintet mutat a

kezelt szbvetekben.
A tudé epitél sejtekben alacsong-katenin aktivitas sziilkséges a pro-SPC termeléshez

A korabbi eredmények tamogatjak, hogy a megiel@PARy szint szikséges a
lipofibroblasztok kialakuldsahoz és az ATll-es alejEPC termelésének a fenntartdsahoz az
tovabbra sem tisztzott, hogy vajon a PRAdRtivitas szikséges-e az ATll-es sejtek SPC
termeléséhez. Ez egy fontos kérdés annak fenyéimgy a PPAR csokken az dregedés
soran és ez a fibroblasztok mellett az epitél kejtes érinti. Mivel az 6regedés soran SPC
termelés csokken az dreg humanstieh, a PPAR aktivitas ugyanolyan fontos lehet az epitél
sejtekben mint a fibroblasztokban.

Ezért ap-katenin aktivitdst ICAT gén tultermelésével blokk&. Az ICAT specifikus
inhibitora a Wntg-katenin Utvonalnak. Az ICAT gént mind a ham miretlig a fibroblaszt
sejtekbe bejuttattuk adeno és lentivirusokat fahalsa, majd 3 dimenzids in vitro human

tidd szovetet készitettiink.

Adeno virusokat hasznaltunk annak érdekében, hpeggiftkusan a SAEC sejtekbe juttassuk
az ICAT gént, mig az NHLF sejtek esetében lentisokat hasznaltunk, és a sejteket mar 2
dimenziés kultiraban megfédtilk a virussal, a 3D-s szOvetet csakék®smar a virust
tartalmazo sejtekkel készitettik. Hét napos inkiakan mRNS szinten a PPARasztikus
emelkedését tapasztaltuk. Fluoreszcens festéssdilj pg Pro-SPC fehérje szintjének

emelkedését tudtuk kimutatni a virussal kezelt stgkben a kontroll szévetekhez képest.
Whnt jelatvitel a myofibroblaszt-szeni differenciacio soran

Korabbi tanulmanyok szerint a PTHrP receptor exgmiéganak é€s a lipid tartalmanak
csokkeneése j6 indikatora a lipofibroblaszt myofitdeszt atalakulasnak. A mi eredményeink
alatdmasztjak ezeket a korabbi megfigyelésekett mdPTHrP receptor szintje csokkent
MRNS szinten az 6reg egerek tlidejének nem episeljélled: sejtjeiben. Azért, hogy

kideritsik a Wnt mikrokdrnyezet szerepet jatszik-enegndvekedett myofibroblaszt iranyu

differenciacioban, Wnt4 és Wnt5a kezelt 3 dimenztddd szovetekben és az NHLF



megmertik az S100A4 mRNS valtozasat. Azt tapasktaitogy mind a Wnt4 mind pedig a
Wnt5a hatasara az S100A4 mRNS emelkedett szinteéatmami jelzi a megndvekedet

myofibroblaszt differenciaciot.
A tid 6 6regedésének epigenetikai szabalyozasa

Elfogadott tény, hogy a kornyezeti faktorok befelgak az dregedést, ezért feltételedhet
hogy az epigenetikai mechanizmusok szintén hatésisatnek a tid 6regedésére. A sirtuin
molekulakat gyakran emlitik az 6regedéssel és apeiiessel jardo folyamatokkal egyuitt.
Azért, hogy felfedjuk a funkcidjukat a téidoregedése soran a sirtuin molekulak mMRNS
expresszidjat vizsgaltuk. Mind az EpCAM pozitiv mhipedig az EpCAM negativ sejtekben
megmeértilk az expresszios kilonbségeket és aztztafiak, hogy az 6reg tiddsejtekben
megemelkedett a sirtuin expresszid. A sirtuin7t{®imajdnem kétszeresére valtozott a 24
honapos egér tiddejtjeiben az 1 honaposhoz képest. Habar mRNSeszatSirt7 mutatott
nagyobb emelkedést fehérje szinten kimutathatatlay azonban a Sirtl fehérje szintje
szignifikAnsan megemelkedett az 6reg humard titktszeteken a fiatalhoz képest. Az
altalanosan elfogadott nézet szerint a Sirtl ageités ellen hat, ezért érdekes az emelkedett
Sirtl szint az éregédemberi tudben. Ujabb tanulmanyok kimutattak azonban, hogil $ir
adipogenezis ellen is hat mégpedig ugy, hogy gé@IlPPAR fehérje funkcidjat. Annak
érdekében, hogy kideritsiik a Sirtl hatasat & tirdgedésére, a Sirtl mimetikus rezveratrolt
hasznaltuk. A rezveratrolt Wnt4—gyel egyitt hasak@l mert korabbi kisérleteink
bizonyitottak, hogy a Wnt4 képes aktivalnp&atenin Utvonalat és ezzel gatolni a PRAR
funkciojat. Mind a rezveratrol, mind pedig a Wn&gbkkentette a PPARexpressziojat és a

hatasuk 6ssze§dott az egyuttes kezelés soran.



Konkluzio
A tidé alveolaris régidja megvaltozik az 6regedés sosam léasznos lé§4elllet csokken.

A Wnt mikrokérnyezet is valtozik az dregedéssel.igra Wnt4 mRNS emelkedik mind a
h&m mind pedig a nem ham jeliegejtekben, a Wnt5a molekula a nem ham jélisgjtekben
emelkedik.

A Wnt molekulakkal ellentétben, a PPARS az altala iranyitott ADRP molekula expresszios
szintje csokkent mind a ham mind pedig a nem hdtegje sejtekben. Ezek a molekulak
nagyon fontosak az adipogenezisben altalaban ésTHzes sejtek megfelél mikodéséért

felels lipofibroblasztok életében is elengedhetetlenek.
A PPARy expresszié szabalyozasa egy kanonikus fakgtenin-fligg folyamat.

A Wnt4 és a Wnt5a is emeli mMRNS szinten az S100Afibroblaszt marker szintjét és
csokkenti a PTHrP lipofibroblaszt marker expregstidEzek az eredmeények azt sugalljak,

hogy lipofibroblaszt-myofibroblaszt atalakulas #agz 6reged tudoben.

A megndvekedett myofibroblaszt jelenlét az 6régemtibben eredményezhet emfizéma-sizer
elvaltozasokat, csokkent l&ifeliiletet és ennek kdvetkeztében kialakul6 |égaébézséget.

A Sirtl és a Sirt7 is emelkedett szintet mutat ekjeen, de csak a Sirtl fehérje mutathat6 ki
Oreg emberi tiében. Mivel a Sirtl gatolja a PPARaktivitasat, elseqiti a lipofibroblaszt-

myofibroblaszt atalakulast,degitve ezzel az 6regedési folyamatot.
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