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1 Roviditések

ACTA2 — aktin alpha 2

CD — Crohn-betegség

COL1ATI — 1-es tipusu kollagén alfa 1

CTGF — Kotoszoveti novekedési faktor

CU — Colitis ulcerosa

DMEM - Dulbecco moédositott eagle médium
DMSO - dimetil-szulfoxid

dNTP — dribonukleozid-trifoszfat

DSS — dextran-szulfat-natriumsé

ECM - Extracellularis matrix

EMT - epitelidlis mezenchimalis tranzicid
EnMT - endotelialis mezenchimalis tranzicid
EpCAM - Epitelidlis sejtadhézios molekula
FBS — fetalis borji szérum

FGF — Fibroblast novekedési faktor

FN1 — Fibronektin 1

H3C4 — Hiszton 3 klaszter 4

IBD — Inflammatory Bowel Disease — gyulladdsos bélbetegség
IGF — Inzulinszert ndvekedési faktor

IL33 — Interleukin 33

JAK — Janus kindz

MMP — Matrix metalloproteindz

PAI-1 — Plazminogén aktivator inhibitor 1
PDGF — Vérlemezke eredetli novekedési faktor
PHH3 - Foszfohiszton H3

RPS23 — 23-as riboszomalis fehérje



TGF-B — Transzformald névekedési faktor béta
TNBS - 2,4,6-trinitrobenzenszulfonsav

TNFa — Tumor nekrozis faktor alfa

VE-cadherin — Vaszkularis endothelidlis cadherin

o-SMA — Alfa sima izom aktin
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3 Osszefoglalé

A gyulladasos bélbetegségek (IBD) a gyomor-bél traktus kronikus immun-mediélt betegségei. Az
intesztinalis fibrozis gyakori szovédménye hosszan fennallé kronikus gyulladasnak, amelynek
kovetkeztében az extracellularis matrix fehérjéi felhalmozddnak a szdvetben. Ez felszivodasi
zavarokhoz, bélmotilitasi problémdkhoz vezet, valamint manifesztalja a sziikiiletek és
bélelzarddas kialakulasat. Gyogyszeres terapia egyelére nem 4ll rendelkezésre, csak sebészeti
beavatkozas alkalmazhat6. Pontos patomechanizmus nem ismert, nincs primer in vitro fibroblaszt
modell. Kutatasunk célja, egy primer human fibroblaszt sejtkulttra 1étrehozasanak optimalizalasa

¢és annak karakterizalasa.

A sejtkultara létrehozéasadhoz fibroblaszt sejteket és kriptakat izolaltunk vastagbéltiikr6zés soran
levett kontroll és IBD-s biopszids mintakbol. Minden sejttenyészetet haromszor passzaltunk. Az
in vitro fibrozisra jellemzd fenotipus vizsgédlatdhoz immunfluoreszcens festést alkalmaztunk.
Célfehérjék: COL1A1 (Kollagén 1 alfa 1), TGF-B1 (Transzformal6 novekedési faktor béta), PAI-
1 (Plazminogén aktivator inhibitor 1), a-SMA (Alfa-simaizom aktin) és PHH3 (Foszfohiszton H3).
Mindemellett, a mintakbol RNS-t izolaltunk és a megfigyelni kivant génekhez (COL1A1, ACTA2
(Aktin alfa 2), TGF-B1, FN1 (Fibronektin 1), PAI-1, H3C4 (H3 klaszterezett hiszton 4)) primereket
terveztiink. A genotipust qRT-PCR technikaval hataroztuk meg.

Hatékonyan tudtunk humén vastagbél primer fibroblaszt sejtkultirakat létrehozni és fenntartani a
harmadik passzalasig. A fibrotikus markerek, a COL1A1, TGF-B1 és PAI, valamint a PHH3
proliferaciés marker fluoreszcens intenzitdsa szignifikdnsan magasabb volt az IBD-s eredetii
fibroblaszt kultarakban. Azonban, a génexpresszios vizsgalat sordn nem tapasztaltunk szignifikans

kiilonbséget a két csoport kdzott.

Vizsgalatunk soran, sikeresen hoztunk létre primer humén fibroblaszt sejt kulturat az altalunk
optimalizalt protokollal. Fehérje szinten, a fibrozis markerek megkiilonboztetik a beteg mintakat
az egészségesektdl. Azonban a génexpresszids elemzés nem tesz kiilonbséget, az IBD eredetii

fibroblaszt kulturak elveszithetik fibrotikus genotipusukat a harmadik passzalasra.



4 Bevezetés

4.1 A gvulladasos bélbetegségek altalanos jellemzése és Klinikai jelentosége

A gyulladésos bélbetegségek - Inflammatory Bowel Diseases (IBD) - a gasztrointesztinalis traktust
érintd gyulladassal jar6 kronikus korképek. Két jol elkiilonithetd tipusa a Crohn-betegség (CD) és
a Colitis ulcerosa (CU). A betegségre jellemz0 a remisszios €s a relapszusos idészakok folytonos

valtakozasa (Wallace, 2014).

A Crohn-betegség a bél transzmurdlis, a bélfal minden rétegét érintd gyulladasos betegség. A
gasztrointesztinalis rendszerben barhol kialakulhat a szajtél a végbélnyilasig, de leggyakrabban a
terminalis ileum érintett. Tiinetei a véres hasmenés, alhasi fajdalom és a felszivodasi zavarok

okozta testsulyvesztés (Freeman, 2014).

Az IBD masik leggyakrabban diagnosztizalt tipusa a Colitis ulcerosa. A CU nem transzmuralis, a
CD-vel ellentétben, ebben az esetben csak a vastagbél mukoza rétege érintett. Tiinetei lehetnek a

vér és nyalka a székletben, illetve a testtomeg csokkenése (Yu & Rodriguez, 2017).

A betegség mindkét fajtijara jellemzd, hogy elérehaladott allapotaban stlyos komplikéciok is

kialakulhatnak, bélszlikiiletek, elzarodasok, valamint fekélyek kialakuldsa, melyek a bélfal

s

Manifesztacidja multifaktorialis, jellemzden kornyezeti- és genetikai faktorok, tovabba a sériilt
epitelidlis barrier befolyasoljadk. Azonban az egyik legfontosabb a citokin homeosztazis
felborulasa, mely soran a gyulladaskeltd és a gyulladdscsokkentd citokinek kozotti egyensuly a

gyulladés iranyaba billen (Rieder & Fiocchi, 2009).

4.2 Az IBD epidemiologiaja

A vilagon tobb, mint 5 millié jelentett IBD beteg ¢lt egy 2019-ben megjelent felmérés szerint.
(Dharni és mtsai., 2024). Azonban mara a paciensek szdma meghaladhatja a 10 millié f6t is a
Crohn-betegség és Colitis ulcerosa Egyesiiletek Europai Szovetsége (European Federation of
Crohn's and Ulcerative Colitis Associations - EFCCA) statisztikai alapjan. A legnagyobb része
ezen betegeknek Eszak Amerikéban és Nyugat Eurépaban ¢él. Eurépaban a lakossag 0,4%-a azaz
nagyjabol 2,5 milli6 ember érintett a betegségben (Kumar és mtsai., 2023). Hazankban mintegy

45 ezer embert érintaz IBD valamely formaja. Ezaltal az egyik legnépesebb kronikus gyulladasos



betegségcsoport Magyarorszdgon (MCCBE - Magyarorszagi Crohn-Colitises Betegek
Egyesiilete). A gyulladdsos bélbetegségek el6fordulasa a nyugati vildgban a legmagasabb, a
jelentett eseteket nézve ez 29,3 beteg 100.000 koziil a CD-t tekintve és 24,3 a 100.000 koziil CU

esetében (Cosnes és mtsai., 2011).

4.3 1BD terapias lehetoségei

Az elérhetd gyogyszeres kezelések célja a betegség remisszidjanak indukdldsa és fenntartdsa,
valamint a betegség mdasodlagos hatdsainak enyhitése, nem pedig a mdgottes mechanizmus
visszaforditdsa  (Grisham, 1994). Az els6dlegesen bevetett amino-szalicilatokat,
kortikoszteroidokat és immunmodulatorokat alkalmaz6 hagyomanyos kezeléseknek korlatjaik
vannak, példaul gyakran hatasvesztés figyelheté meg és a paciensek nem reagalnak a kezelésre
bizonyos id6 utan (Greuter és mitsai., 2021). Az 1990-es években bevezetett bioldgiai szerek,
melyek monoklonalis antitesteken alapulnak, jobb hatékonysagot és specificitast kinalnak, és
olyan faktorokat céloznak meg, mint a TNF-a, integrinek ¢és kiilonbozd citokinek (Di Rienzo és
mtsai., 2024). Ezenkiviil a Janus-kindz (JAK) gatlasa alternativ stratégiaként jelenik meg az IBD-
ben. Ezek kis molekuldk, amelyek képesek moduldlni a citokin jelatvitelt immunmedialt
betegségekben, amelyek szintén részt vesznek az IBD patogenezisében, példaul a tofacitinib egy
alkalmazhaté gyogyszer olyan CU betegeknél, akik nem reagdlnak bioldégikumokra és a
hagyomanyos gyogyszerekre.

4.4 Fibrozis patomechanizmusa
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1. Abra: A fibrézis kialakuldsa a gyulladdssal Gsszefiiggésben. (Rieder és mtsi alapjdn)



Egészséges szervezetben az akut gyulladast regeneracios folyamat koveti, a szoveti regeneraciod
mellett funkcionalis gydgyulas is torténik. A folyamat dnkorlatozé mechanizmus, célja a gyulladas
okozta karok helyreallitdsa. Ezzel szemben patologias koriilmények kozott az ismétlédo szdveti
karosodas miatt a gydgyulds nem kovetkezik be megfelelden, a funkcionalitasat elveszti a szovet
(Rieder & Fiocchi, 2009). Ha a gyulladast sikeresen kezelik, és a gyulladdsos mediatorok szintje
csokken, viszont a pro-fibrotikus faktorok szintje tovabbra is magas marad, ami azt jelzi, hogy a
fibrozis progresszidjaban a gyulladéstdl fiiggetlen mechanizmusok is szerepet jatszhatnak (1.

Abra) (Rieder és mtsai., 2024).

A fibrozis egy szisztémdas patofiziologiai folyamat, amelyet az extracellularis matrix és a
sejtosszetétel megvaltozasa jellemez a bélfal rétegeiben (D’ Alessio és mtsai., 2022). Nem 6nalld
betegség, hanem koéros allapot, amely visszatérd sériilésekbdl ¢és szabalyozatlan
szovetgyogyulasbol ered, kiilonosen kronikus gyulladasos rendellenességek esetén (2. Abra)
(Henderson ¢és mitsai., 2020). A fibrozis soran a szovetben felhalmozodnak az extracellularis
matrixot alkotd fehérjék (Derkacz és mtsai., 2021). Kiemelt szerepe van ebben a folyamatban az [

¢s III tipusu Kollagéneknek, melyeket a fibrocitdk szekretdlnak (Rieder & Fiocchi, 2009).
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2. Abra Az intesztindlis szévet normdl homeosztdzisa és a fibrotikus szigndlok hatdsdra bekévetkezd véltozdsok
(Danese ¢s mtsi alapjan)



A kronikus gyulladds kovetkeztében kialakult fibrozis visszafordithatatlan folyamat. A
gyulladascsokkentd szerek nem enyhitik a fibrozis okozta problémaékat, igy a kutatdsok a
gyulladéstol fliggetlen mechanizmusokra koncentraltak. A legfontosabb ismert hozzajaruld
faktorok a fibrézishoz a szolubilis molekulak, pédaul citokinek és novekedési faktorok, valamint

az epitelialis-mezenchimalis tranzicid (EMT) szerepe is jelentds (Park és mtsai., 2023).

4.5 Az IBD és a fibrozis viszonva

Az IBD soran a sériilt intesztinalis epitél sejtek aktivalodnak és az EMT utvonal elindul. Utobbi
folyamat soran a specializalt epitél sejtek mezenchimalis sejtekké alakulnak at és elvesztik
funkcidképességiiket. Ez a valtozds kimutathatdé az epitelidlis markerek expressziojanak
csokkenésével (E-Cadherin) és a mezenchimalis markerek (Vimentin, a-SMA) expressziojanak

jelentds novekedésével (Frid és mtsai., 2002).

Tulzott gyulladasos immunvalasz, példaul hipoxia és masodlagos mechanikai stressz jelenlétében
az endotél sejtek aktivalodnak, és fibroblaszt tulajdonsdgokkal rendelkez6 sejtekké alakulnak. Ezt
endotelialis mezenchimalis tranzicidonak (EnMT) nevezik, amelyben a sejtekben expresszalt
endotél markerek (VE-cadherin) elvesznek, és a fibroblaszt markerek expresszioja nd (Park és
mtsai., 2023). Ez a felhalmoz6das az epitélium funkcidvesztését idézi eld, tovabba a bél

keresztmetszetének sziikiilete és az intesztinalis homeosztazis kdrosodasa is megfigyelhetd. Ezek
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3. Abra Az aktivdlt intesztindlis mezenchimdlis sejtek sejtes forrdsai és lehetGségiik fibroblasztokkd,
myofibroblasztokka és simaizomsejtekkeé torténd transzdifferencialodasra. EMT: epitelialis-mezenchimalis atmenet,
EndoMT: endothel-mezenchimalis datmenet. (Illusztracio alapja: Rieder és mntsai.)
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egyiittesen pedig felszivodasi zavarokat, illetve bélmotilitdsi problémakat okoznak (3. Abra)

(Rieder & Fiocchi, 2009).

Egy tanulmany kimutatta, hogy a betegek nagy tobbségénél kezdetben tisztan a bélfal gyulladasa
jellemzd, de a diagnozistdl szamitott 10 éven beliil a betegek tobb, mint 70%-nal szikiilet vagy
perforacié alakul ki (Rieder, 2018). Egy populéacio alapt longitudindlis vizsgéalatban, a Crohn-
betegségben vald bélsziikiilet valosziniisége 5% volt 90 nap mulva, 7,2% 1 év mulva, 12,4% 5 év
elteltével, 15,2% 10 év elteltével és 21,6% 20 év tavlataban (Chang €és mtsai., 2015). A Crohn-
betegségben szenvedd betegek tobb, mint egyharmada, akiknél kialakul a bél lumenének sziikiilése
¢s elzarodasa, sebészeti beavatkozason megy keresztiil. Mindazonaltal miitéti beavatkozas nem
alkalmas a betegség kitjulasdnak megelézésére (Tichansky és mtsai., 2000). A myofibroblasztok
nagyon fontosak a betegség manifesztacioja soran. Képesek 6sszehtizodni és vandorolni, tovabba
ECM fehérjéket ¢és novekedési faktorokat termelnek (Gabbiani és mtsai, 1971). A
myofibroblasztok rendellenes, tartds aktivacioja a fibrézis egyik jellemzdje. A myofibroblasztok
aktivacigjat tobbféle agens indukalja, koztik a TGF-B (Transzformald novekedési faktor béta)
(Meng és mtsai., 2016), a Kotészoveti novekedési faktor (CTGF) (Leask és mtsai., 2002), a
Fibroblaszt ndvekedési faktorok (FGF) (Akatsu és mtsai., 2019), a gyulladasos citokinek, példaul
a TNF-o (Hou és mtsai., 2018) és az Interleukinek (IL-ek) (Sziksz és mtsai., 2015) is szerepet

jatszanak.

4.6 A gvulladas kovetkeztében Kkialakulo fibrozis molekularis mechanizmusa

A gyulladés soran felszaporodé immunsejteknek, mint példaul a T-sejtek, fontos szerepe van a
fibroblasztok aktivaciojaban, osztddasaban és a Kollagén termelésében. Korabban megfigyelték,
hogy a T-sejtek képesek szabalyozni a fibrozist a kiillonbdzo szovetekben. A T-sejtek szabalyozasi
mechanizmusa a bélsejtekben még nincs jol dokumentalva. Azonban valésziniisithetd a kutatdsok
alapjan, hogy a T-sejtek alcsoportjai ¢és expresszalt citokinek eldsegithetik a bélfibrozis
kialakulasat (Y. Wang és mtsai., 2022). Példaul a Th-2 egy segit T-sejt, amely tobbek kozott
Interleukin 13-at (IL-13) termel, mely képes gatolni az MMP-termelést, ami fokozott ECM-
lerakodast és indukalt TGF-P funkciot idéz eld (Ray és mtsai., 2014). Szamos tovabbi citokinnek
is jelentds szerepe van az intesztindlis fibrozis kialakulasaban. Példaul az IL-1 csaladba tartozo
citokinek Osszefiiggésben allnak a myofibroblasztok jelenlétével kolonoszkopids biopszia

mintakban (Sponheim és mtsai., 2010). A gyulladdsos mediatorok (PDGF-A, PDGF-B, IGF-1, és
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Fibronektin) szintén részt vesznek a fibroblaszt osztddasban, tovabba eldsegitik ezek gyulladdsos

terliletre vandorlasat (Park és mtsai., 2023).

A TGF-B-t fehérvérsejtek termelik, gyulladdsos markernek tekinthetd, emellett kettds funkcigja
van, egyrészt kompenzalja az epitél sejteket, valamint normalizdlja a sejtek homeosztazisat
immunfolyamatokon keresztiil. Csokkenti az Interleukin-33 (IL-33) expresszidjat, CD-s
betegekben a TGF-B szintje megnd. Az ECM-hez val6 kotédés utan ezt a komplexet specifikus
molekulak, koztik MMP-k, plazmin ¢és integrinek aktivalhatjdk, ami az aktiv TGF-f
felszabadulasat eredményezi (Rieder és mitsai.,, 2024). A TGF-B-t a domindns profibrotikus
novekedési faktornak tekintik, és 1ényegében minden fibrotikus betegségben, beleértve a CD-t is,
megnovekedett a génexpresszidja. A TGF-B serkenti az a-SMA termelést, a Kollagén I és a
Fibronektin expressziot a human fibroblasztokban. Az aktivalt TGFB1 a TGFB2 receptorokhoz
(TGFB-R1 és TGFB-R2) kotddik, és ezt kovetden tovabbi jelatviteli utvonalakat indukal. Igy
elérik, hogy a fibrozissal kapcsolatos géneket szabalyozzak (Lin és mtsai., 2022). A TGF-$
differencialodasanak indukcioja, az ECM-termelés fokozasa és az ECM-degradacid gatlasa révén

(Travis & Sheppard, 2014).

A gyulladdsos immunvalaszban jelentds szerepet jatszé fehérje az 1-es tipusit Plazminogén
aktivator inhibitor (PAI-1). Az endotél sejtek termelik és kulcsfontossagl szerepe van a kiillonboz6
gyulladasos mediatorok szabalyozasdban a mukoéza réteg sériilése soran (Kaiko és mtsai., 2019).
A PAI-1-et kddolo gén a SERPINEI, mely fokozottan expresszalddik aktiv IBD-s betegeknél,
kifejezetten azoknal, akik nem reagalnak a TNF-o-t gatlo terapidra (Kaiko és mtsai., 2019).
Mindemelett csoportunk kordbban megfigyelte, hogy az aktiv IBD-s betegek szdvet, szérum és
széklet mintdiban emelkedett a PAI-1 fehérje koncentracidja, mely hatasos terapiat kdvetden
lecsokken (Jojart és mtsai., 2023).

Tovabba a PAI-1 aktivalja a NF-kB utvonalat neutrofil-medialt kemokin termeléssel és ezzel
befolyasolja a bélmikrobiom funkcionalitasat (X. Wang és mtsai., 2023). Ezek alapjan a PAI-1

szerepe jelentds lehet az IBD patomechanizmusaban.

4.7 A fibrozis kezelési stratégiak

A Tumor nekroézis faktor (TNF) egy tobb sejttipus altal termelt gyulladasos citokin, amely serkenti

crer
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mtsai., 2015). Az IBD okozta kronikus gyulladas jelenleg leghatékonyabb kezelése az anti-TNF

antitestek alkalmazésa (Kaser és mtsai., 2010).

Az immunvalaszt és a gyulladast kdzvetleniil befolyasol6 gydgyszerek, mint példaul a TNF-gatlok
¢s az IL-modulatorok, els6sorban a bélfibrozis korai szakaszaban hatnak megel6z6 kezelések
céljabol, mivel a gyulladas valosziniileg a bélfibrozis f6 kivaltdja (J. Wang €s mtsai., 2021). Az
IBD kezelésére hasznalt egyéb standard gyogyszerek, példaul a szalicilatok, az antibiotikumok, a
szteroidok és az immunszuppressziv vegyliletek csokkentik a gyulladdsos tiineteket, de nem

javitjak a fibrosztendzisos obstrukciot (Lu és mtsai., 2020).

Nehéz klinikai dontést hozni arrdl, hogy a fibrdzissal jaré IBD-ben szenvedd beteg miitétre szorul-
e, vagy maradjon-e gyogykezelésen, €s gyakran multidiszciplinaris csapat értékelését igényli

(D’Alessio és mtsai., 2022).

A terlileten elért elérehaladds ellenére az uj, bélrendszerben alkalmazott anti-fibrotikus
gyogyszerekkel végzett kisérletek két f6 ok miatt késnek: (1) a legutdbbi kisérleti eredményeket
nem tudjak uj gyogyszerekké alakitani, €s (2) nincs konszenzus a definicidkkal és a klinikai

vizsgalatok végpontjaival kapcsolatban (Rieder és mtsai., 2024).

4.8 Jovobeli, Kisérleti gyogyszerjeloltek a fibrozis kezelésére

A TGF-pB profibrotikus hatast fejt ki a myofibroblaszt sejteken, beleértve a sejtaktivacio, a
proliferacid, a migracido és az ECM-termelés fokozasat (Valatas, 2017). Ennek kovetkeztében
A TGF-B-et célzd gatlas in vivo javitotta a bélfibrézist kronikus vastagbélgyulladas modellben.
(Ma és mtsai., 2010) A TGF-B génnek az egér vastagbélébe valo atvitele obstruktiv bélfibrozist
eredményezett (Vallance és mtsai., 2005). A dextran-szulfat-natrium (DSS) altal indukalt egér

colitis modellben a pirfenidon oralis adagolasaval csokkent kollagénlerakddas volt megfigyelhetd.

(Li és mtsai., 2016).

4.9 A fibrozis kutatasara alkalamzott modellek

A fibrézis modellezése in vivo, illetve in vitro elengedhetetlen a folyamat patomechanitmusanak

megértéséhez, 1) gyogyszercélpontok azonositasahoz. A két legelterjedtebb in vivo egér modell a
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DSS és a TNBS (2,4,6-trinitrobenzan szulfonsav) indukalt colitis modellek (Lee és mtsai., 2023).
Ezekben megfigyelheté a kronikus gyulladas kovetkeztében kialakuld intesztinalis fibrozis
progresszioja. Azonban a fibrozis meglehetdsen heterogén, a kisérletek koltségesek és
iddigényesek. Mindemelett a fibrozis komplexitasa nem tanulmanyozhat6 ezekben az esetekben.
Emellett az allatmodellekben a betegség eltér a huméan megfeleldjétdl, valamint nem alkalmas

nagy szamu teszt (példaul gyogyszerjeldltek) kivitelezésére (Baydi és mtsai., 2021).

Ezzel szemben az in vitro modellek koltséghatékonyak és nagy ateresztéssel vizsgalhatoak a
potencidlis gyogyszerjeloltek. A bélfibrozis korabbi in vitro modelljei a myofibroblasztra, a
fibrozis kulcsfontossadgu effektorsejtjére Osszpontositottak, fibrinogén citokin stimulaciot (pl.
TGF-B) és mechanikai stresszt (pl. matrix merevsége) alkalmazva. Ezekhez a vizsgalatokhoz

elsdsorban immortalizalt sejtvonalakat alkalmaznak (Rodansky és mtsai., 2015).

Az IBD esetében nem all rendelkezésre relevans primer human modell a fibrozis modellezésére in
vitro koriilmények kozott. Bar a humdn vastagbél organoid kultardk tartalmazhatnak
myofibroblaszt sejteket (Rodansky és mtsai., 2015), tovabbra sem ad tokéletes megoldast a fibrozis

mechanizmusénak megfigyelésére.
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5 Célkitiuzések

Mivel jelenleg nem elérhetd hatékony anti-fibrotikus terapia a klinikumban és nincs in vitro primer
human intesztinalis fibroblaszt sejtkultira modell, ezért kutatdsunk sordn célul tliztiik ki kontroll
¢s IBD-s eredeti primer fibroblaszt sejtkultura létrehozdsdnak optimalizalasat és annak

fenntartasat a harmadik passzalasig.

Mindemellett, tovabbi célunk volt, hogy karakterizaljuk a sejtkultira fibrézisra jellemzd

fenotipusat és genotipusat, valamint dsszehasonlitsuk a két vizsgalt csoportot.

15



6 Modszerek bemutatasa

6.1 Primer human fibroblaszt sejtkultiira létrehozasa és fenntartasa

A kolonoszkopias vizsgalat soran levett biopszds mintdk gylijtésében ¢és a betegadatok
értekelésében az SZTE-SZAOK Belgyodgyaszati Klinika munkatéarsai segitettek. A vizsgélat soran
Osszesen 4 kontroll és 4 beteg mintat (1. Tablazat) hasznaltunk fel (etikai engedély szdma:

NNGYK/14579-5/2024).

Betegadatok
Beteg szama (N) 4 4
Nemek aranya (n0:férfi) 2:2 1:3
Eletkor (év) 45.25 40.75

1. Tablazat: A vizsgalatba bevont betegek adatai.

A szovetmintadkat Colon WASH médiumban (2. Tablazat) szallitottuk a laboratériumunkba. A
biopszidkat haromszor megmostuk Colon WASH médiummal. A mosas utdn a szdvetet egy 6 cm-
es Petri-csészébe helyeztiik, majd steril borotvapenge segitségével a mintat aprora vagtuk. Ezt
kovetéen 3 ml Digestion oldattal (3. Tablazat) 30 ml-es centrifugacsdbe (Greiner, 201170)
helyeztiik a szovetdarabokat enzimatikus emésztési 1épéshez. Tovabbi 2 ml Digestion oldattal a
csészét atmostuk ¢€s ezt is hozzaadtuk. A csdvet 30 percig 37°C-ra allitott sikrazdban inkubaltuk,
ezutan dsszeraztuk, majd tovabbi 15 percig razattuk, hogy minél hatasosabb legyen az emésztés.
Ezt kovetden 15ml-es centrifuga csObe helyeztiik a sejteket tartalmazo oldatot és mosasi 1épést
végeztiink, amely soran 3 ml Colon WASH médiummal mostuk a pelletet és centrifugéaval
iilepitettiik 6ket (1000 rpm, 4 °C, 5 perc, Eppendorf, 5804 R), majd a feliiluszoét eltavolitottuk, ezt
a folyamatot 5 alkalommal ismételtiik meg. Az utols6 mosas 1épés utan a feliiliszot teljesen
eltavolitottuk, a sejtpelletet pedig 4 ml fibroblaszt tip médiumban (4. Tablazat) szuszpendaltuk
Ossze €s 6 cm-es Petri-csészében eloszlattuk. Mésnapra sejtek letapadnak, a sejttenyésztd edény
aljan osztodasnak indulnak. A tap oldatot lecseréltiik, hogy a le nem tapadt sejttormeléket
eltavolitsuk. Naponta monitoroztuk novekedésiiket fénymikroszkop segitségével (Zeiss,

Primovert), 90% konfluencia elérésekor passzaltuk éket.
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Colon Wash médium 50 ml

Komponens Gyarto, kat.szam  Térfogat
Splitting médium* - 47,25 ml
FBS Gibco, A5256801 (1,25 ml
Kanamycin Gibco, 15160047 0,5 ml
Antibiotikum-antimikotikum |Gibco, 15240062 |0,5 ml
Gentamycin Gibco, 15750060 |50 pl
Vorikonazol 10 mg/ml Tocris, 3760/100 |5 pul

2. Tablazat: A Colon Wash médium oOsszetétele, melyet a szoévet mosasara
alkalmaztunk.

Digestion médium 10 ml

Komponens Gyarto6, kat.szam  Térfogat
Splitting médium* - 9,45 ml
FBS Gibco, A5256801 (250 pl
Kanamycin Gibco, 15160047 100 pl
Antibiotikum-antimikotikum |Gibco, 15240062 [100 pl
Gentamycin Gibco, 15750060 |10 ul
Vorikonazol 10 mg/ml Tocris, 3760/100 |1 pl
Kollagenaz IV Gibco, 17104019 |45 g
Diszpaz I1 Sigma, D4693-1G |10 pg

3. Tablazat: A Digestion médium Osszetétele, amelyet a szévet
enzematikus emésztéséhez alkalmaztunk.

Fibroblaszt tdp médium 50 ml

Komponens Gyarto, kat.szam Térfogat
DMEM F12/Ham Sigma, D6421 41,5 ml
FBS Gibco, A5256801 |7,5 ml
Kanamycin Gibco, 15160047 (0,5 ml
Antibiotikum-antimikotikum |Gibco, 15240062 |0,5 ml
Gentamycin Gibco, 15750060 |50 pl
Vorikonazol 10 mg/ml Tocris, 3760/100 |5 ul

4. Tablazat: A Fibroblaszt tap médium dsszetétele

A passzalés soran eldszor a fibroblaszt tdp médiumot eltavolitottuk, majd 5 ml DPBS-el (Gibco,
14190250) megmostuk a kulturat harom alkalommal. Ezt kdvetéen 2 ml tdmény TrypLE™
Express (Gibco, 12605-028) emésztd oldatot helyeztiink ra €s oszlattunk el rajta, majd 37°C-os

inkubatorba helyeztilk 7 percre. Az i1d6 elteltével a Petri-csésze oldalat Ovatosan {iitdogetve
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segitettiik, hogy a letapadt sejtek felvaljanak az edény aljar6l. A sejteket az oldattal egyiitt
pipettaval lefujtuk a csésze aljardl és egy 15 ml-es centrifugacsdbe gytijtottiik. A csészét atmostuk
Colon WASH médiummal, majd a sejtszuszpenzidhoz adtunk. Centrifuga segitségével
letilepitettiik a sejteket (5 perc, 4°C, 1000 rpm). A feliiluszot eltavolitottuk, még harom mosési
1épést végeztiink 3 ml Colon WASH médiummal. Ezutan a sejtpelletet fibroblaszt tap médiumban

felvettiik és egy 1j sejttenyésztd edényben szélesztettiik ki.

A passzalasok soran a sejtek egy részét fagyaszté médiumba (5. Tablazat) helyeztiik és Mr. Frosty
(Nalgene, 5100-0001) segitségével lefagyasztottuk, majd folyékony nitrogénben taroltuk tovabbi

vizsgalatokhoz.

Fagyaszt6 médium

Komponens Gyart6, kat.szam  Arany
Fibroblaszt tap médium |- 55 %
FBS Gibco, A5256801 |40 %
DMSO Sigma, D5879-1L |5 %

5. Tablazat: A fagyaszto médium dsszetétele, melyben a sejteket
keésobbi vizsgalatokhoz fagyasztva taroljuk.

6.2 Immunfluoreszcens festés

A fibrozisra jellemz6 fenotipus vizsgélatara immunfluoreszcens festést alkalmaztunk. A passzalas
soran a sejtek egy részét iiveglemezre novesztettiik, majd 4% paraformaldehid (Thermo Scientific,
043368.9M)/PBS (Sigma, P4417-100TAB) 20 percig fixaltuk a mintdkat. A feddlemezen fixalt
sejteket PBS oldattal mostuk, majd 0,1% Triton X 100 (Sigma, X100-100ML)/PBS oldattal
végeztik a sejtek permeablilizalasat 10 percig, szobahdmérsékleten. Ezt kdvetden ismét PBS
oldattal mostunk, harom alkalommal. A blokkolési Iépést 10% BSA (SERVA, 11924-04)/PBS
oldattal végeztik 2 o6ran keresztiil, 37°C-on inkubdlva. Ezt kovetden a vizsgalt fehérjék
detektalasara specifikus elsddleges antitesteket vittiink fel a mintdkra és 4°C-on inkubaltuk, egy
¢jszakan keresztiil, nedves kornyezetben. Az alkalmazott antitesteket a 6. Tablazat foglalja 6ssze.
Ezutan 3 alkalommal mostuk a mintédkat PBS oldattal, majd specifikus kecske anti-egér IgG Alexa
Fluor 488 (Thermo Scientific, A11001) és kecske anti-nytl IgG Alexa Fluor 488 (Thermo
Scientific, A11034) madasodlagos antitesteket alkalmaztunk. Emellett Alexa Fluor 594-gyel
konjugaltatott Phalloidin-t (Abcam, ab176757) hasznaltunk az aktin filamentumok jelolésére. Az
antitesteket 10% BSA/PBS-ben 1:2000 ardnyban higitottuk ¢és 2 oOrdn keresztiil,
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szobahOmérsékleten, fénytdl védve inkubaltuk. Ismét 3 alkalommal mostunk PBS oldattal, majd
Hoechst (Thermo Scientific, 62249) festést alkalmaztunk 1:2000 aranyban, PBS-ben higitva, a
sejtmagok megjeldlésére, 20 percig szobahdn, fénytdl védve. Végiil ismét harom alkalommal
mostunk PBS oldattal és mounting médiummal (Sigma, F4680-25ML) targylemezeken fedtiik a

sejteket. A képalkotashoz Leica Stellaris konfokalis fluoreszcens mikroszkopot hasznaltunk, a

fluoreszcens intenzitads méréséhez Imagel szoftvert alkalmaztunk.

Klonalitas Higitasi arany Kat.szdm
a-SMA nyul monoklonalis [1:200 Cell Signaling Technology {19245
TGF- nyul poliklonalis 1:200 Bioss bs-0086R
PAI-1 egér monoklonalis |1:200 Invitrogen MA1-40224
Foszfohiszton H3 |nyul poliklonalis ~ |1:100 Merck 06-570
COL1Al nyul poliklondlis 1:100 Invitrogen PA5-29569

6. Tablazat: Az immunfluoreszcens festésekhez alkalmazott antitestek

6.3 Génexpresszios vizsgalathoz alkalmazott modszerek

6.3.1 RNS izolalas

A génexpresszids vizsgalatokhoz a sejtek egy részébol RNS-t izolaltunk NucleoSpin RNA Plus
Kit (Macherey-Nagel, 740984.250) hasznalataval. A 1épéseket a kit-hez tartozo, gyartd altal

c sy

(Thermo Scientific) spektofotométerrel hatdroztuk meg. A kisérletek soran felhasznalt RNS

mintak koncentracioit az 7. Tablazat foglalja 6ssze.
Csoport Minta ID Koncentracio (ng/pl)

461 517.1

465 922.1

Kontrol 166 530
467 4429

451 1166.6

Crohn- 454 125.6

betegség 464 452.6
468 196

7. Tablazat: Az izolalt RNS mintdk koncentracioja
NanoDrop spektrofotométerrel mérve.

6.3.2 Reverz transzkripcio cDNS létrehozasahoz

A génexpresszios vizsgalatokhoz az RNS izolalast kovetden a reverz transzkripciot végeztiink el,

hogy a késébbiekben a cDNS-sel dolgozzunk tovabb. Ehhez iScript cDNA Synthesis Kit-et (Bio-
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Rad, 1708890) hasznaltunk, a reakcidkat a mellékelt protokoll alapjan végeztiik el. Minden cDNS

mintat 50 ng/pl-es koncentracidoban alkalmaztunk.
6.3.3 Primer tervezés és vég-pont analizis PCR

A kisérletekhez felhasznalt primereket NCBI-Primer Blast oldal segitségével terveztiik meg (8.
Téblazat). Mindegyik primerpar maximum 200 bazispar hosszi PCR terméket ad, olvadasi
hémérséklete 58°C és exon-exon kapcsolddasi pontokra lettek megtervezve. Utdbbival novelni
lehet a primerek specifikussagat és az eredmények pontossagat. Végpont analizis PCR-t végziink,
hogy megfigyeljiik specifikusak-e a primerek az adott génre ¢€s hasznalhatdak-e a késdbbi qRT-
PCR vizsgélathoz. Egy reakcid Osszetételét és a PCR programot az 9. és 10. Tablazat foglalja

0ssze.

Gén neve Fwd/Rev 5'->3' Tm (°C)  Termék (bp)

RPS3 CGTGCTGGAAAAAGTAGGAGT 58.23 175
TTTGCGACCAAATCCAGCAA 58.96

COLIAI CAAGACGAAGACATCCCACCA 60.00 126
GTCATCGCACAACACCTTGC 60.39
CCATCATGCGTCTGGATCTG 58.49

ACTA2 TCTCACGCTCAGCAGTAGTA 57.89 102

TGF-1 GGAAATTGAGGGCTTTCGCC 59.83 90
CCGGTAGTGAACCCGTTGAT 59.75

ENI GTCCGGGACTCAATCCAAATG 58.98 57
TCCAGGAACCCTGAACTGTAAG 59.36

PALI ACCTCTGAGAACTTCAGGATGC 59.76 195
GGGTGAGAAAACCACGTTGC 59.97

H3C4/2 GAATCATGTCTGGTCGCGG 58.70 114
GGCGAATAGCCGGTTTTGTA 58.63

8. Tablazat: Az NCBI Preimer Blast programmal tervezett primerek szekvencidja, olvadasi
homérséklete és a PCR termékének hossza
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Komponens Kat.szam, Gyarto Térfogat (ul)

dNTP RO12, Thermo Scientific 2
Green puffer |EP1713, Thermo Scientific 2
Taq polimeraz |EP1713, Thermo Scientific 0.5
cDNS -

Viz BE51200, Lonza 12.5
Forward primer |- 1
Reverz primer |- 1

9. Tablazat: A végpont-analizis PCR-hoz hasznalt reakcio dsszetétel

Homérséklet (°C) 1d6  Ciklus

Pre-denaturacio 95°C 1 perc |-
Denaturacio 95°C 30 mp
Anealing/hibridizacié 58°C 30mp| 40
Polimerizacio 72°C 14 mp
Inkuibacié 4°C -

10. Tablazat: A végpont-analizis PCR-hoz hasznalt protokoll

Komponens Kat.szam, Gyarto Térfogat (ul)

SYBR Green |Bio-Rad, 1725247 5
ROX Bio-Rad, 1725858 0.2
Viz Lonza, BE51200 33
cDNS - 0.5
Forward primer |- 0.5
Reverz primer |- 0.5

11. Tablazat: A kvantitativ valos idejii PCR-hoz alkalmazott
reakcio osszetétele

A PCR termékeket 1%-o0s agardz gélen futtattuk meg 90 V-on, 1 6ran keresztiil és 1 kb plus DNA
létrat (Invitrogen, SM331) hasznaltunk, hogy meghatdrozzuk a PCR termékek hosszlisagat. A
detekciohoz Bio-Rad GelDoc-ot és Safe Red-et alkalmaztunk.

6.3.4 Kvantitativ valos ideji PCR (qRT-PCR)

A génexpresszios valtozasok vizsgalatdhoz kvantitativ, valds idejli polimerdz lancreakciot
alkalmaztunk (qRT-PCR). A reakcidhoz SYBR Green Master Mixet (Bio-Rad, 1725274)
hasznaltunk fel. Haztartasi génnek az RPS23-at alkalmaztuk. 96 lyuku plate-re (Thermo Scientific,

4346907) mértiik a reakcidé mixeket, a vizsgalni kivant génhez harom parhuzamos mérést és egy
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templat nélkiili kontrollt készitettiink. A reakcid komponenseit, valamint egy reakcidra szamolt
mennyiségét a 11. Tablazat foglalja ssze. A relativ génexpresszids valtozas meghatarozasahoz a
Livak-metodikat alkalmaztuk. A kisérleteket Thermo Scientific QuantStudio 3 qRT-PCR géppel

végeztik.

6.4 Statisztikai elemzés

Az immunfluoreszcens festések, illetve a qRT-PCR mérés alatt begytijtott adatokat a GraphPad
szoftverrel analizaltuk. A normal eloszlas vizsgélatahoz a Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztuk. Majd
paratlan T-probaval vizsgaltuk Welch-féle korrekcioval a kontroll és Crohn-beteg csoportok

kozotti mért adatok eltérését. Szignifikanciat p<0,05 esetén fogadtuk el.
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7 Eredmények

7.1 Primer human intesztinalis fibroblaszt sejtkultura létrehozasanak ¢és

fenntartasanak optimalizalasa

Vizsgalataink sordn hatékonyan tudtunk primer humdan vastagbél fibroblaszt sejtkultirakat
létrehozni €s fenntartani egészséges és beteg eredetii vastagbél biopszidkbol is. A sejtek az izolalas
utan letapadtak a sejttenyészto edény aljara, majd ott osztédasnak indultak. Megfelel6 konfluencia
elérésekor a sejtkulturat passzalassal vittiik tovabb egy nagyobb sejttenyészté edénybe, a
passzalasi modszer is sikeres volt. A kultardkat a 3. passzdzsig tartottuk fent, ami nagyjabol egy
hénapot jelentett, ekkor hasznaltuk fel a kisérletekhez (4. Abra). A fenntartasuk alatt folyamatosan
monitoroztuk 6ket fénymikroszkop alatt és morfologiai kiilonbségeket tudtunk megfigyelni a
kontroll és a beteg fibroblaszt sejtkulturak kozott. A Crohn-beteg mintakbdl szarmazo sejtkultarak
esetén eltérd, kiilonbozd morfologiai jellegzetességek voltak megfigyelhetdek, mig a kontroll
kultardk esetén a sejtek egységesen megnyult alakot mutattak. A beteg kulturdk esetében
kovetkeztethetiink arra, hogy eltéré szubtipusokhoz tartozé sejtekbdl allt Gssze a tenyészet, ezt
tovabbi vizsgalatokkal lehet igazolni.

PO Pl P2 P3

Kontroll

P=passzazs szam

4. Abra: A primer human fibroblaszt sejtkultirak fénymikroszképos képei, feliil: kontroll, alul: Crohn-beteg, 1-3. passzdzs.
Leéptéek: 500 um
7.2 A sejtkultura mezenchimalis eredetének igazolasa

A fibroblaszt sejtkultura 1étrehozasanak optimalizasat kovetéen, megvizsgaltuk annak

mezenchimalis eredetét, melyhez 3 sejttipus markert jeloltlink meg immunfluoreszcens festési
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modszer segitségével. A Vimentint, ami egy mezenchimalis marker, a 3-as tipusu intermedier
filamenteket jeldli, amelyek a mezenchimara jellemz6 struktar fehérjék. Az EpCAM (Epitelidlis
sejtadhézidos molekula) festés a hamsejteket (epitél sejtek) kiilonbozteti meg, ugyanis az
epitéliumra jellemzé Ca®* fliggd transzmembran glikoproteineket jelli meg. Mig a VE-cadherin
(Vaszkularis endotelialis kadherin) festés az endotelialis eredetli sejteket jeldli a Ca** fiiggd sejt-
sejt adhézios molekula jelolése altal. Az immunfluoreszcens festés bizonyitotta a sejtkultura
mezenchimalis eredetét, a Vimentin fluoreszcens intenzitasa erdteljes, mig a masik két célponté

nem volt detektalhat6 (5. Abra).

Osszesitett Phalloidin

Vimentin

Mesenchimalis

EpCAM

Endotelialis VE-cadherin

o -

5. Abra : Immunfluoreszcens festés a sejtkultiira mezenchimdlis eredetének igazoldsdra. Fentrél: Vimentin, EpCAM,
VE-cadherin célpontok. A festés alatamasztotta, hogy a kulturdk fibroblasztokat tartalmaznak. A Phalloidin az aktin
filamentumokat jeloli, a sejtek strukturajat mutatja. Kék: Hoechst (sejtmag), Piros: Phalloidin, Zold: Vimentin,
EpCam, VE-cadherin. Lépték: 100 pm.

7.3 Primer human fibroblaszt sejtkultiira fibrotikus fenotipusanak vizsgalata

Ezt kovetden a fibrozisra jellemzd fenotipus jelenlétét vizsgaltuk a sejtekben, a kivalasztott
fibrotikus markerek immunfluoreszcens festése szintén sikeres volt a kordbban optimalizalt

protokoll alapjéan.
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A festéskor a fibrotikus markerek fluoreszcens intenzitasa szignifikdnsan magasabb volt az IBD-s
eredetli fibroblaszt sejtkultiraban, a kontrollhoz viszonyitva. Ezek az eredmények azt mutatjak,

hogy fehérje szinten a fibroblasztok megtartottak a fibrézist definiald fehérje mintazatot.

Osszesitett Hoechst Phalloidin COL1Al

h - - - -

6. Abra: A COLIAI immunfluoreszcens festése.A beteg minta fluoreszcens intenzitdsa szignifikiansabban magasabb a kontroll
csoportéhoz képest. . Kék: Hoechst (sejtmag), piros: Phalloidin, zéld: COLIAI. Lepték: 100 um. ***p<0,001, paratlan t proba

COL1A1
* Kok

COL1AA1 fluoreszcens intenzitasa %
(normalizalva DAPI-ra)

Crohn-
betegség

A COL1A1 felhalmozédik az extracellularis matrixban, igy egy fontos fibrotikus markernek
tekinthetd. A COL1A1 a sejtmagok koriil lokalizalédott. (6. Abra)

A TGF-B egy univerzalis gyulladdsos marker, ami a fibrozisban jelentds, serkenti a Kollagén és
Fibronektin kivalasztasat a fibroblaszt sejteknek, valamint hozzdjarul az o-SMA termelés
felszabalyozasdhoz. A PAI-1 szintén a gyulladidsos valaszban résztvevd citokin, és szoros
Osszefliggésben all a TGF-B altal kozvetett szignalizdciés utvonallal. Mindemellett mas
faktorokkal kolcsonhatasban eldsegiti a fibrotikus folyamatot progresszidjat. Vizsgalatunk soran a
TGF-B és PAI-1 fluoreszcens intenzitdsa szignifikdnsan magasabb volt a IBD-s betegek mintaibol
1étrehozott fibroblaszt sejtkultirdkban (7. Abra). Eredményeink alapjan mind a két vizsgalt fehérje

a citoplazmatikus lokalizaciot mutatott, de a TGF-f esetén a sejtmagban is kaptunk pozitiv jelet.
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Osszesitett Hoechst PAI-1 TGF-B

. - - . -

7. Abra : A PAI-1 és a TGF-f fibrotikus markerek immunfluoreszcens festése, Mindkét esetben a beteg minta fluoreszcens
intenzitasa szignifikansabban magasabb volt a kontroll csoporthoz képest. Kék: Hoechst (sejtmag), piros: PAI-1, zold: TGF-p.
Leéptek: 100 um. *p<0,05, paratlan t proba

PAI1 fluoreszcens intenzitasa %
(normalizalva DAPI-ra)

©
o
E=]

Crohn-
betegség

[N
o
t=]

-
o
E=)

TGFb fluoreszcens Intenzitasa %
(normalizalva DAPI-ra)

A Foszfohiszton H3 (PHH3) mit6zis marker szignifikdnsan magasabb fluoreszcens intenzitast
mutatott a beteg fibroblaszton, ami arra utal, hogy ez a csoport erdsebb proliferacios rataval

rendelkezik. A PHH3 a sejtmagban lokalizalédott a festéseink soran. (8. Abra)

Osszesitett Hoechst Phalloidin PHH3

PHH3
Kontroll

8. Abra A PHH3 (foszfohiszton H3) proliferdciés marker immunofluoreszcens festése. A beteg kultiira fluoreszcens
intenzitasa szignifikansabban magasabb volt a kontroll csoporténal. . Kék: Hoechst (sejtmag), piros: Phalloidin,
zold: PHH3. Léptéek: 100 pum. *p<0,05, paratlan t proba

a
=
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N
=)

(normalizélva DAPI-ra)
-] 8
o

60

PHH3 fluoreszcens intenzitasa %

Crohn-
betegség

26



Mindazonaltal a myofibroblast marker, az 0-SMA nem mutatott szignifikans kiilonbséget a két

vizsgalt csoport kozott. (9. Abra)

Osszesitett Hoechst Phalloidin a-SMA

aSMA
Kontroll ‘ lLl
Crohn-
betegség

9. Abra : Az aSMA myofibroblaszt marker immunfluoreszcens festése. A két csoport fluoreszcens intenzitdsa kozétt nem volt
szignidfikans kiilonbség megfigyelheto. Kék: Hoechst (sejtmag), piros: Phalloidin, zold: a-SMA. Lépték: 100 pm. ns: nem
szignifikans, paratlan t proba
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aSMA fluoreszcens intenzitasa %
(normalizalva DAPI-ra)
©o 3
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7.4 A primer human vastagbél sejtkulturak fibrozisos génexpresszio analizise

A génexpresszids vizsgalataink soran minden tervezett primer alkalmazhaténak bizonyult. Az
agar6z gélen megfuttatott PCR termékek minden esetben csak egy ,,band”’-et mutattak, ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy csak a cél génhez kétddottek a primerek (10. Abra). A kutatasunk soran
létrehozott Osszes fibroblaszt sejtkulturabol sikeresen izolaltunk RNS-t (7. Tablazat), amelyekbdl

késObb reverz transzkripcid segitségével cDNS-t készitettiink.

200 bp 200 bp

RPS23 COLIAI ACTA2  FNI PAI-l  TGF-f  H3C4

10. Abra : A primer teszt végpont-analizis PCR gélelektroforézis képe. Minden tervezett primer specifikus a génekre.
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A mintdinkbdl elvégeztiik a qRT-PCR méréseket, azonban a vizsgalt génekben nem tapasztaltunk

szignifikans kiilonbséget a két vizsgalt csoport kozott (11. Abra).
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11.Abra. A génexpresszios valtozds vizsgalata a kontroll és IBD-s eredetii primer humdn fibroblaszt sejtkultirdban.
ns: nem szignifikans, paratlan t proba
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8 Diszkusszio

A gyulladasos bélbetegségek (IBD) az egyik legjobban kutatott kronikus, immun-medialt
betegségek kozé tartozik. Eurdpaban tobb, mint 3 millid, hazankban kozel 50000 regisztralt beteg
¢l az IBD valamely korképével és rohamosan nd a fiatal korban diagnosztizalt betegek szama. A
betegségre jellemzd, hogy a nyugalmi és fellangolé iddszakok valtjak egymast (Kaser és mtsai.,
2010). A tiinetek enyhitésére szamos gyogyszeres kezelés all rendelkezésre, azonban definitiv
terapia egyelére nem ismert (Di Rienzo és mtsai., 2024). A hosszan fennallé kronikus gyulladas
hatasara a CU-s betegek 12 %-nal, a CD-s paciensek kozel 50 %-nal figyelhetd meg az intesztinalis
fibr6zis manifesztacioja (Rieder, 2018). A fibrézis egy irreverzibilis folyamat, amely soran az adott
szervben 1évo specializalt epitél és endotél sejtek mezenchimalis sejtekké alakulnak at (Park és
mtsai., 2023). Ennek kovetkeztében az ECM fehérjék felhalmozddnak és a szerv érintett része
funkcidjat veszti. A fibrozis gyogyszeres kezelésére egyeldre nincs lehetdség, IBD esetén
rezekcios mitéttel tavolitjak el az érintett bélszakaszt. Relevans primer in vitro modell egyeldre
nem all rendelkezésre, amely segitségével tanulmanyozhato lehet a fibrozis sejtszintii

progresszioja.

Az eddigi kutatasok soran elsdsorban in vivo kronikus betegség allatmodelleket alkalmaztak vagy
in vitro TGF-f indukalt immortalizalt sejtvonalakat (Lee és mtsai., 2023). Vizsgalataink soran
sikeresen optimalizaltuk a human vastagbél biopsziabol szarmazo6 primer fibroblaszt sejtkultura
létrehozasat és fenntartasat. Ezen sejtkulturdkat egészséges és IBD-s betegek mintaibol is sikeriilt
megvalositani. Tobb, mint egy hoénapig, a harmadik passzazs szamig sikeriilt fenntartani a
sejtkultirakat. A két csoport kozott megfigyelhetd volt, hogy a sejtek eltéréd morfologiat mutattak.
Azt feltételezziik, hogy az IBD-s eredetli mintaban tobb olyan szubtipusu fibroblaszt sejt van,
amely felelds a fibrozis kialakitdsaban. Ennek megvalaszoldsara tovabbi kisérleteket terveziink

végezni.

A fibrozis soran megfigyelhetd, hogy szamos ECM fehérje (pl.: COL1A1) mennyisége megnd.
Mindemelett a fibrotikus folyamatokat eldsegitd citokinek (pl.: TGF-B és PAI-1) expresszioja
emelkedett szintet mutat. Kisérleteinkben megfigyelheté volt, hogy fehérje szinten
megkiilonboztethetd volt az IBD-s eredetli fibroblaszt sejt kultira a kontrollhoz viszonyitva. A
COLI1A1, TGF-B ¢és PAI-1 fluoreszcens intenzitdsa szignifikdnsan nagyobb volt a beteg eredetii

mintdkban. Mindemellett PHH3 mit6zis marker is magasabb intenzitdst mutatott az IBD-s

29



fibroblasztokban. Ez arra utal, hogy ezen sejtkulturdk proliferacios ratdja magasabb. Azonban az
o-SMA nem mutatott kiilonbséget a két csoport kozott. Mindazonaltal a génexpresszids
vizsgalatok eredményei alapjan nem tudtuk elkiiloniteni a kontroll mintdkat az IBD-s eredetli
fibroblaszt kultardktol. Ennek oka lehet, hogy megfigyeléseink a harmadik passzdzsnal voltak.
Ekkor a beteg fibroblaszt tenyészetek elveszithetik a fibrézisra jellemzd genotipust, a

mikrokdrnyezet hidnya miatt.

Osszeségében elmondhat6, hogy az altalunk létrehozott primer humén fibroblaszt sejtkutira
alkalmas lehet a fibr6zis patomechanizmusénak in vitro vizsgalatara. Mindemelett potencialis anti-
fibrotikus szerek tesztelésére is alkalmasnak véljiik. Azért, hogy még pontosabban elkiilonithetdek
legyenek a kontroll és IBD-s eredetii sejt kultirdk a jovoben szeretnénk megfigyelni a fibrozisra
jellemzd paramétereket korabbi passzalasi szamokban (elsé és masodik). Tovabba szeretnénk
pontosabb fehérjevizsgalati mdodszereket alkalmazni, mint az dramlési citometrids mérések és

Western blot technika.
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BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
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TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS
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