A syndecan-1 szerepe a maj fibrosisaban és ezt
kodvetd gydgyulasdban
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Célok. A syndecan-1 egy transzmembran proteoglikan,
mely t0bb patologias folyamatban, igy a scbgydgyulasban,
gyulladasban és a daganatok kialakulasaban is szerepet jat-
szik. Ep majban a syndecan-1 a hepatocytak basolateralis fel-
szinén talalhatd. Munkacsoportunk korabbi adatai szerint hu-
man méjcirrhosisban mennyisége a sejtfelszinen fokozédik.
Ezt a valtozast értelmezendd, olyan transzgén egeret hoztunk
létre, mely a méjaban fokozottan termeli a human synde-
can-1-ct. A vad (WT) és syndecan transzgén (SynTG) egerek-
~ ben tioacetamiddal (TA) majcirrhosist hoztunk létre, és
dsszehasonlitottuk annak salyossagat és gyogyuldsi hajlamat.

Modszerek. A syndecan-1 taltermelését immunhiszto-
kémidval és Western blot-tal igazoltuk. A kotdszovet szdzalé-
kos ardnyat morfometriai analizissel hataroztuk meg. A
kollagén-1 mRNS szintli expresszidjat QRT-PCR-rel mértiik.
A kotoszovet bontasat végzé MMP-2 és -9 aktivitasat zsela-
tindz teszttel vizsgaltuk. Kettds fluroeszcens immunhiszto-
kémiaval kimutattuk a kollagén-1 és syndecan-1 mennyiségét
¢s lokalizaciojat. Az a-SMA és SMAD 3 jelenlétét és valtoza-
sat fluoreszeens immunhisztokémiaval igazoltuk.

Eredmények. A SynTG éllatok stabilan termelik a re-
kombinans fehérjét. Karositas nélkiil a proteoglikan talterme-
lése a majban nem okoz patologias clvaltozast. A morfo-
metrial mérések adatai szerint tioacetamid expozicié hatasara
szignifikans cltérést alakult ki a WT és a SynTG maéjak ko-
zbtt: a transzgén példdnyokban a kezelés elsd két honapjaban
a fibrosis mértéke a WT allatokhoz képest alacsonyabb volt,
azonban a 3. honapra a kiilonbség kiegyenlitédét és a 4. ho-
napban mar a transzgén allatokban tapasztalunk nagyobb
mértekil fibrosist. A TA elhagyasat kovetd regeneracios sza-
kaszban a SynTG egerek nem mutattak gyogyulasi hajlamot.
A fibrozis valtozasait kovette a kollagén-1 expresszidja, de ez

a 4. hoénapban a két csoportban kiegyenlitédik. A zselatinaz -

teszt a SynTG allatokban csdkkent MMP-2 és -9 aktivitast
igazolt. Mind az a-SMA, mind a SMAD 3 is kveti a kotészo-
vet felhalmozédasanak mértékét.

Kivetkeztetések. Eredményeink alapjan azt feltételezziik,
hogy a syndecan-1-ugyan véd a fibrosis kialakulasatol, de a
regeneraciot gatolja. Ez arra utal, hogy a syndecan-1 tilter-
melése befolyasolja mind a kdtdszovet felépitését, mind an-
nak lebontasat. Célunk a jelenség hatterében allé6 mechaniz-
musok tovabbi tisztazasa.
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Az angiostatin felhasznalasi lehetdségei

a tumorellenes terdpidban
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A tumorok angiogenezis indukdlasaval csatlakoznak az
érhalozathoz, Ezt gatolva tumorsejtpusztulast, az eredeti to-
meg csokkenését idézhetjiik elé. Az angiostatin (endogén
angiogenezis-inhibitor) a plazminogén N-termindlis kringe
doménjeinek tébb protedz katalizalta hasitisaval keletkezik,
azonban a molekula instabil, terdpids felhasznalasra nem al-
kalmas.

Célunk olyan molekula tervezése, amely in vivo és in situ
képes angiostatint termelni. Létrechoztunk egy protedz—
angiostatin kimérat, mely az extracellularis térben aktivacié
utan felszabaditja az angiostatint.

Modszerck: Ismert molekularis modszerekkel, PCR-rel
amplifikalt angiostatint és protedzt azonos leolvasasi keret-
ben megfeleld vektorba ligdltunk. A plazmidkonstrukeio tar-
talmazta a bakteridlis és eukaridta expresszidhoz sziikséges
clemeket. A vektorral in vitro és in vivo angiostatin-termelés
céljabol E. coli térzset, human ¢és egér sejtvonalakat transz-
fektaltunk.

Aortatesztet végeztiink, melyben matrigelbe dgyazott 3
napos patkany aortagyliriik VEGF-indukalt endothelproli-
feracidjat monitoroztuk a kimérat termeld sejtvonal jelenlét-
ében. A plazmidot 4T1 mellrdk vonalba transzfektaltuk, a
transzfektalt és vad tipust sejtvonallal BALB/c egereket fer-
tdztiink, a tumorképzddést iddben kovettiik.

Eredmeények. A kimérat E. colibdl tisztitottuk, bomlasat
SDS-PAGE-gel értékeltiik. Proteazinhibitor mellett a teljes
kimérat (80 kDa), hidnydban a hasitott angiostatint (55 kDa)
¢és proteazt (25 kDa) detektaltuk. Fiiggécsepp-kultiraban né-
vesztett endothelsejtek proliferdciéja, migracioja gatiodott a
kimérat termeld sejtvonal jelenlétében. A kimérat termeld
szdvettenyészeten elvégzett aortateszt negativnak bizonyult.

A tumorndvekedés in vivo tesztrendszerben, 20 fliggetlen
klén-vonal esetében vizsgalva kb. 10 nappal késobb indult
meg a transzfektalt sejtekkel fertdzétt egerekben. A kontroll
allatoknal mar volt elhullds, ugyanakkor a transzfektalt vonal-
lal injektalt allatokban nem.

Jelenleg a plazmid in vivo bevitelén, egérmodellben tor-
tnd tovabbi lokalis és tavolhatasok jellemzésén dolgozunk
mas csoportokkal kollaboracioban.

Osszegzés. Sikerilt a célnak megfelelé konstrukeiot 1étre-
hozni. Megallapitottuk, hogy molekulank a terv szerint aktiv
angiostatint szabadit fcl, mely mind in vitro szévettenyészté-
si, mind in vivo allatkisérletekben tumorrepressziv hatést fejt
ki. A molekula iparjogvédelmi oltalmanak megszerzése fo-
lyamatban van
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