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BEVEZETES

A dohanyzas és a tiido gyulladasos folyamatai

valtozésa, amely folyamatokban az immunrendszer csokkent mikodése figyelhetd meg,
beleértve az immunsejtek fejlodésében és termelddésében bekdvetkezd valtozésokat. A
cigarettaban talalhatdo dohany elégetésével tobb, mint 8000 olyan komponens szabadul fel,
melyek gyulladast indukéalnak. Fébb 6sszetevoi koz¢ tartozik a szén-monoxid, az akrolein, a
nikotin és a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS). Emellett tovabbi 73 olyan Osszetevét is
tartalmaz, melyek karcinogén tulajdonsaggal rendelkeznek, mint pl. a kadmium, az arzén és a
formaldehid. Kutatdsok bizonyitjdk, hogy a tiidé gyulladdsos megbetegedéseiért legnagyobb
részben az aktiv és a passziv dohanyzas felelés. A dohdnyzds okozta leggyakoribb
megbetegedések koziil elsé helyen allnak a kardiovaszkularis rendellenességek, ezt kovetik a
daganatos megbetegedések, melyekbdl elsé helyen a tiidédaganatok allnak, majd tovabbi
1égzdszervi rendellenességek, mint pl. a kronikus obstruktiv tiidébetegség (COPD - Chronic
Obstructive Pulmonary Disease). COPD-ben és tiidddaganatban szenvedd betegek egyarant
csokkent tiidofunkcioval és kronikus gyulladas kialakuldsaval jellemezhetéek. A tiidorakos
esetek 50-70%-ban COPD-vel tarsulnak, mely utalhat a két korkép kozotti szoros
Osszefiiggésre. Leglijabb tanulmanyok szerint a kronikus gyulladas kozponti szerepet jatszik
ezen korképek patogenezisében. Emellett megfigyelhetéek immunolédgiai diszfunkcidk, mint
az [L-1P és TNF-a termelddésének hatasara a nuklearis faktor kappa B (NFxB - nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) transzkripciods faktor rendellenes aktivéacioja,
epitelidlis-mezenchimalis atalakulas (EMT - epithelial mesenchymal transition), megvaltozott

adhézios jelatviteli utvonalak, illetve az extracellularis matrix lebomlésa is.
COPD

Jelenleg a COPD az 6todik vezetd morbiditasi €s mortalitasit betegségek kozé tartozik.
Kialakulasaért feleldsek lehetnek a foglalkozasi inhalacios karositdé anyagok, fertézések, a
1égkori szennyezés, genetikai prediszpozicid €s az dregedés is, de a leggyakoribb kivaltdé oknak
a dohanyzast tartjuk szamon. A COPD a tiid6 szoveti destrukcidjaval €s 1éguti obstrukciojaval
jaro betegség, melyet a 1éguti aramlés ellenéllas fokozddasa jellemez. Morfoldgiailag a COPD-
beteg tlidejében az emfizéma és a kronikus bronchitis kombinéacioja ismerhetd fel. A betegség
tiinetei kozé tartozik a kronikus produktiv kohogés, fokozott nyaktermelés, kopetiirités,

nehézlégzés ¢s a fizikai terhelésre jelentkezd légszomj. A tiinetek hatterében allo egyik



jellegzetes folyamat a tiidé kronikus gyulladdsos folyamata, mely progressziv,
visszafordithatatlan 1éguti obstrukciot eredményez. A COPD progresszidjaban szerepet jatszo
dohényfiist medialta gyulladasos valasz egy rendkiviil komplex halézaton keresztiil, kiilonb6z6
immunsejtek, molekularis mediatorok aktiv részvételével ¢és azok felhalmozodasaval
indukalodik. A betegség soran akkumulalodnak makrofagok, neutrofilek, dendritikus sejtek és
T-limfocitak, mig gyulladdsos mediatorokként a citokinek, kemokinek, protedzok emlithetdek
meg. Emellett a tidot felépitdé epitelidlis sejtek is képesek az immunfolyamatok
befolyasolasara. A fent emlitett résztvevok mindegyike aktivalédhat cigarettafiist hatasara is.
Funkcidjuk kiilon-kiilon jol ismert, de a COPD kialakulasdban résztvevé immunsejtek és
mediatorok interakciojat kevésbé ismerjiik.

A COPD gyobgyszeres kezelésében a horgdtagitok inhalacioban torténd alkalmazasa, bar a
betegség enyhébb szakaszaban gyors hatdsi muszkarin receptor antagonistakat és fr-adrenerg
receptor agonistakat, illetve ezek kombindcidit alkalmazzdk horgdtagitoként. A szisztémas
gyulladas csokkentésére az inhalacios kortikoszteroidok bevezetése kritikus, amikor az akut
exacerbacio kezelése sziikségessé valik. Jelenleg a kezelések hatékonysaga limitalt, illetve a

nem kivant mellékhatasok is gyakoriak.

A Wnt5a és a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gamma (PPAR-gamma) szerepe

a tiid6 gyulladasos folyamataiban

A Wnht jelatvitelben résztvevé Wnt fehérjék olyan szekretalt glikoproteinek, melyek kanonikus
¢és nem-kanonikus Wnt jelatviteli utakon keresztiil kifejtve hatasukat jelentds szerepet jatszanak
az embrionalis fejlédésben, a szovetek homeosztazisaban, szabalyozzak a sejtek osztodasat, a
alapjan kanonikus és nem-kanonikus Wnt molekuléakat kiilonboztetiink meg. Korabbi kutatasok
alapjan a karcinogenezisben, illetve a gyulladdsos folyamatokban a legjelentdsebb szerepet a

Wnt5a nem-kanonikus molekula, melyet human karcinomékban, mint pl. melanomaban,
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keresztlil. A Wnt5a-t emellett egy pro-inflammatorikus molekulaként tartjuk szamon, mely
dohanyfiist-indukalta gyulladasos citokinek aktivatoraként jatszik szerepet a mitogén aktivalt
protein kindz (MAPK) és NFkB kaszkddokon keresztiil, TNFa ¢és IL-1p inflammatorikus
mediatorok termelddésének hatidsara. A dohanyfiist a gyulladas indukélasaval egy idoben a
makrofagok aktivacigjat, illetve a makrofagok polarizacidjat vonja maga utan a klasszikus M1

¢és az alternativ M2 Utvonalak irdnyaba. Kutatdsok bizonyitjak, hogy a makrofadgokat pro-



inflammatorikus citokinek képesek indukalni a Wnt5a termelddésére. Emellett a Wnt5a
makrofag eredetli exoszomak, mikrovezikuldk segitségével is szallitddhat egészen a recipiens
sejtekig.

Korabbi tanulmanyok leirtak, hogy a PPAR-gamma szintén egy kézponti szerepldje a gyulladas
soran lejatszodd folyamatoknak. A PPAR-gamma agonistak szdmos gyulladasos mediator
gatlasaval képesek anti-inflammatorikus, anti-aterogenikus ¢és anti-oxidans faktorként
viselkedni. Az eddigi megfigyelések alapjan a PPAR-gamma anti-inflammatorikus aktivitasat
Osszefiiggésbe hozhatjuk gyulladasos tiidobetegségekkel, mely erdsiti azt a hipotézist, hogy a
PPAR-gamma agonistdk képesek csokkenteni a gyulladast, illletve visszaforditani a
cigarettafiist-indukalta emfizémat is. Tovabba gyulladascsokkentd hatasat bizonyitja az is, hogy
makrofagokban PPAR-gamma deficiencia spontan gyulladas kialakuldsat eredményezi a
tiiddbe, illetve a PPAR-gamma agonistak az M2 irdnyt makrofag differenciaciot segitették eld,
melynek ismert immunszupressziv hatasa.

Osszességében a multifaktorialis folyamatok eredményeként kialakuld szisztémas gyulladas
hatterében feltételezhetjiik, hogy a dohanyflist expozicié-indukalta lokalis gyulladds az
expozicid helyétdl kiilonbozd extracellularis vezikuldkba csomagolva, ugynevezett

»gyulladasos lizenetek” révén valhat az egész szervezetet érintd komplex folyamatta.

Extracellularis vezikulak szerepe a kronikus gyulladasban

A sejtek képesek membranba zart partikulumok felszabadulasan keresztiil a sejt-sejt kozotti
kommunikéciora. A szallitddé partikulumok az tgynevezett extracellularis vezikuldk (EV),
melyek kettds foszfolipid membranba csomagolva képesek az extracellularis térbe
felszabadulni. Me¢éretiik alapjan megkiilonbdztetjiik egymastol az exoszomakat, a
mikrovezikuldkat (MV) és az apoptotikus testeket vagy nagy onkoszomakat. Tartalmukat
tekintve anyagcserébdl szdrmazo fehérjéket, ribonukleinsavak tobbféle valtozatat tartalmazzak,
foként mikroRNS-t. Termelddésiik helyétdl az egész szervezetbe képesek eljutni, majd a
célsejtekben internalizalodni endocitozis €s membranfuzid segitségével. Az exoszomak,
hasonléan a nagyobb méretli EV-hoz, legtobbszor olyan sejtekbdl szabadulnak fel, melyek
fontos szerepet toltenek be az immunreakciok kialakitasdban, mint pl. B-sejtekbdl, dendritikus
sejtekbol, T-sejtekbdl, hizosejtekbdl és epitél sejtekbdl. Az exoszémak lehetséges szerepét a
COPD szisztémas gyulladasos folyamatainak kialakitdsaban mar kordbban feltételezték COPD-
betegek plazm4jaban mért emelkedett exoszomak mennyis€gebdl és ezzel korrellalo szisztémas

gyulladasos biomarkerek, mint C-reaktiv protein (CRP) és IL-6 szintjének emelkedésébdl.



Korabbi kisérletek soran cigarettafiist extraktum (CFE) indukalta makrofagokbol és epitél
sejtekbdl, illetve dohdnyos human BAL mintakbdl izolalt EV-ban az IL-6 és IL-8 gyulladésos
citokinek emelkedett szintjét mar lemérték. Ezek alapjan kovetkeztethetiink, hogy az
extracellularis vezikuldk nagymértékben hozzajarulhatnak a gyulladas kialakulasdhoz ¢és

szerepiik lehet az immunsejtek toborzasaban is.

Tiido regeneracios folyamatai és a Wnt jelatvitel kapcsolata

COPD soran a légzofeliilet jelentds csokkenése figyelhetd meg, mely a gazcserében szerepet
jatsz6 alveolusok allapotat is nagymértékben érinti. Az alveolusokat felépitd ATI-es tipusu
sejteken keresztiil megy végbe a gazcsere, mig az ATII-es tipusu sejtek funckidja a szdveti
regeneracio ¢és a feliileti fesziiltség csokkentése a szorfaktans fehérjék termelésének
segitségével. Az ATIl-es sejtek dssejt funkcioval rendelkeznek, melyek meguljitjak sajat
magukat ¢és sériilés esetén klondlis proliferdciéra €és migraciora képesek. Kisérleti
rendszerekben bizonyitottak, hogy az ATII-es tipusu sejtek transzdifferenciacioval (TD) ATI-
es sejtekké alakulhatnak.

A Wnt csaladhoz tartozd ligandok a tiid6 fejlddésének folyamata soran szabalyozzadk a
sejtproliferaciot, differenciaciot, polaritast, adhéziot és migraciot, amig a Wnt B-katenin
szignalizaci6 az alveoldris morfogenezishez sziikséges. Emellett a Wnt ligandok, mint a Wnt5a,
a Wnt7b és a legtobb Frizzled (Fzd) receptor kdzponti szerepet tdltenek be a tiidd fejlddésében

crer

szerepe azonban kevésbé ismert.

CELKITUZESEK
Korabbi kutatisaink és az irodalomban talalhato eddigi eredmények alapjan kutatdomunkank
soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Kivaltja-e a cigarettafiist a nem-kanonikus Wnt5a molekula szintjének emelkedését és

a Wnt5a-val kapcsolatosan COPD-re jellemzd gyulladdsos kornyezet kialakulasat?

2. Kimutathaté-e a WntSa emelkedett szintje COPD-betegek szérumdban, amely
magyarazhatja az emberre, de a kisérleti allatokra nem jellemzd szisztémas gyulladas

kialakulasat?

3. Szabdlyozza-e, és ha igen, milyen modon a Wnt jelatviteli Gtvonal a pulmonalis

regeneraciot és az epitélidlis transzdifferenciacios folyamatokat?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

In vivo Kkisérleteinkhez C57BL/6 him egereket haszndltunk, melyeket a Pécsi
Tudomanyegyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kardnak Farmakolégiai és Farmakoterapiai
Intézetének allathdzaban tartottak. Tovabbi kisérleteinkhez hasznalt BALB/C him egerek a PTE

AOK Immunoldgiai és Biotechnologiai Intézet allathazaban voltak fenntartva.

In vivo dohanyoztatas

A kisérleti allatok passziv dohdnyoztatasa naponta 2 alkalommal 30 percig egy manualis, teljes
test dohanyoztaté kamraban tortént 2 honapon keresztiil, ahol a cigarettafiist (CF) expozicidhoz

3RA4F tipusu kisérleti cigarettdkat hasznaltunk.
Egértiidé sejtek izolalasa

A kisérleti egerek tiidejébdl torténd sejtek izoldldsdhoz harom C57BL/6 egeret hasznaltunk fel
csoportonként. Az egereken perfuziot végeztiink, majd a tiiddszovet teljes elemésztéséhez
tripszint hasznaltunk, amit PBS oldattal mostunk ki. A 1égcsovek feltdltéséhez kollagenaz-
diszpazt, diszpazt ¢s DNaz I-et hasznéltunk. Ezutan a tiiddlebenyeket kollagenaz-diszpaz
oldatban magneses kevergetés mellett 50 percig emésztettiik, majd az elemésztett tiidot

atszurtuk.

Sejtszortolas

Az egértiid6 egysejt szuszpenziot anti-egér CD45FITC és anti-egér EpCAM1 (G8.8 anti-rat-
PE) (40) antitesttel jeloltiik meg, melyet a Pécsi Tudoméanyegyetem Altaldnos Orvostudoméanyi
Karanak Immunolégiai és Biotechnologiai Intézetében termeltek. A sejtszortolast a FACSAria
III (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) szorterrel végeztiik. A szortolas alapjan a kovetkezd
populaciokat kiilonitettiik el: EpCAMCD45, EpCAM'CD45, EpCAM'CD45" és
EpCAM™CD45". A szortolas tisztasiga 99% feletti volt. A human tiid6bdl frissen izolalt sejteket
0,1% BSA-t, 0.1% Na-Azidot tartalmaz6 PBS oldatban mostuk. A sejteket az antitestekkel 30
percig inkubaltuk.

Anyagok

A humén rekombindns Wnt5a, Wnt4 és Wnt7a fehérjéket in vitro kisérleteink soran 1 pg/ml-es
koncentracioban alkalmaztuk. A PPAR-gamma agonistat, roziglitazont (RSG) €s antagonistat

(GW9662) 10 uM koncentraciéban hasznaltuk fel kezeléseinkhez.



Human vérmintak gyiijtése

A human vérmintékat az I. szami Belgyogyaszati Klinika Pulmonolégia Osztalyarél (Altaldnos
Orvostudomanyi Kar, Pécsi Tudomanyegyetem) gyiijtottiik. Osszesen 5 COPD - beteg és 5
korban megegyez6, egészséges kontroll szérum mintdjat mértiik. A mintakat 30 percig
szobahdmérsékleten allni hagytuk, majd 1500 rpm-n 10 percig centrifugéltuk. Tovabbi

felhasznalasig a szérum mintékat -80 °C taroltuk.

Cigarettafiist extraktum (CFE) elkészitése

A cigarettafiist extraktum oldat elkészitéséhez egy kordbban mar leirt modszert alkalmaztuk,
amelyet modositottunk. A 3R4F tipusu kisérleti cigarettak fiistjét 10 ml sejttenyésztd médiumba
buborékoltattuk perisztaltikus pumpa segitségével. Az dtbuborékoltatott CFE oldatot atsziirtiik,
majd tovabbi kisérleteinkben sejttenyészté médiummal higitva 0,5%-0s koncentracidoban
hasznaltuk fel kezeléseinkhez. A CFE oldatok pH értékeinek atlaga pH 7.28 volt. A CFE
oldatokban beoldodott részecskék optikai denzitdsat 360 nm-en spektrofotometriasan

hataroztuk meg, melyet a CFE-al nem atbuborékoltatott, kontroll oldatokhoz hasonlitottuk.

Sejtvonalak és primer sejtek

Kisérleteink soran human adenokarcindma A549 sejtvonalat és lentiviralis transzgenezissel
eléallitott transzgenikus WntSa overexpresszalo-A549 sejtvonalat hasznaltunk. Emellett primer
kisléguti epitélsejtet (SAEC), normadl tiid6 fibroblaszt sejtet (NHLF), normal mikrovaszkularis
endotélsejtet (HMVEC-L) alkalmaztunk még a kisérletek soran. A sejtek tenyésztése soran a
gyarto altal javasolt médiumokat hasznaltuk és a sejteket standard sejttenyésztési koriilmények

kozott (37°C, 5% CO») tartottuk.

Primer human monocitak izolalasa

A monocitdk izoldlasa 20 ml-es heparinizalt csovekben gylijtott egészséges donorok periférias
veérébdl tortént. Fikoll gradiens centrifugdlas segitségével periférias vér mononuklearis sejteket
(PBMC) izolaltunk. A monocitdkat magneses aktivalt sejtvalogatassal anti-human CD14
antitesttel konjugaltatott mikrogyongyok segitségével, pozitiv szelekcio utjan nyertiik ki. A

indukaltuk 37°C-on, 5%-0s CO> tartalom mellett 5 6ran keresztiil.

3-dimenzidés (3D) human tiidémodell

A 3D tiid6 aggregatumokhoz a normal human primer sejteket (SAEC, NHLF, HMVEC-L),

illetve a huméan makrofagot hasznaltunk fel. Miutan a sejtek elérték a 80%-os konfluenciat,



tripszinnel tortént emésztés utdn a sejteket lecentrifugaltuk, majd a haromféle primer
sejttipusbol, illetve a makrofagokbdl sejtszuszpenziot készitettiink. Kezeléseink soran
kontrolloknak a makrofagot nem tartalmazd 3D tiidoaggregatumokat tekintettiik. A
sejtszuszpenzidt egy U-alju 96-lyuku sejttenyésztd lemezre osztottuk szét, majd 10 percig 600
g-n centrifugaltuk. A lemezeket kezeléseink el6tt standard sejttenyésztési koriilmények kozott

egy ¢éjszakan keresztiil inkubaltuk.
RNS izolalas, cDNS szintézis, valos ideji kvantitativ PCR (qPCR)

A 3D aggregatumokbol RNS izolalast kovetden cDNS-t készitettiink. A génexpresszios
valtozasokat valos ideji kvantitativ PCR-al, SensiFAST SYBR Green reagens segitségével
detektaltuk (BioLine, London, UK), a génexpresszios analiziseket pedig ABI StepOne és
StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) késziilékkel végeztik. Az
adatokat StepOne szoftverrel analizaltuk, az expresszios valtozasokat pedig -aktin haztartasi

génhez normalizaltuk.

TaqMan Array

Humén CFE-al 48 6raig kezelt monocitdkban a Wnt jelatviteli itvonalhoz tartozé molekulak
mRNS szintli vizsgélatahoz 92 gént és 4 belsd kontroll gént tartalmaz6é Wnt lemezt hasznaltunk.

A génexpressziokat ABI StepOnePlus rendszerrel analizéltuk.
Immunhisztokémiai és immunfluoreszcens festések

Az C57BL/6 egerek tiidészoveteinek formaldehides fixalasa utan a PTE AOK Farmakologiai
¢s Farmakoterdpiai Intézetében paraffinba agyazott metszeteket készitettiink mikrotom
segitségével. A metszeteket deparaffinizaltuk, majd rehidrataltuk. Citrat pufferrel antigén
feltarast végeztiink. A fluoreszcens festéshez patkdny anti-human Wnt5a monoklonalis
antitestet (1:100, Clone 442625, R&D Systems, Minneapolis, USA), mésodlagos antitestként
Alexa Fluor 488 szamarban termeltetett anti-patkéany IgG poliklonalis antitestet (1:200, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) hasznaltunk. A sejtmagokat DAPI (1:1000, Serva,
Heidelberg, Germany) magfestékkel vizualizaltuk. A képeket egy Olympus IX81 CCD
kameraval felszerelt fluoreszcens mikroszkoppal készitettiik. A fluoreszcens képek
szerkesztését €s a fluoreszcens intenzitas mérését Imagel képszerkesztd programmal végeztiik.
Az in vitro kisérleteink soran a CFE kezelt 3D szferoidokat Cryomount beagyazé médiumba
helyeztiik és felhasznélasig -80°C-on taroltuk. Fluoreszcens festésekhez 8 pm-es metszeteket
készitettiink Leica kriosztattal (CM 1950, Leica, Wetzlar, Germany). A metszeteket szaritottuk,

majd hideg acetonban (Molar Chemicals Kft., Hungary) 10 percig fixaltuk. A fixalt metszeteket



20 percig 5% BSA-t (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) tartalmazdé PBS-ben blokkoltuk. A
fluoreszcens festéshez elsddleges ellenanyagként patkany elleni Wnt5a monoklonalis antitestet
(1:100, Clone 442625, R&D Systems, Minneapolis, USA) masodlagos ellenanyagként pedig
Alexa Fluor 488 szamdarban termeltetett patkany elleni IgG poliklonalis antitestet (1:200,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) hasznaltunk. A metszeteket Vectashield feddoldattal
(Vector Laboratories, Burlingame, USA) fedtiikk. A képeket konfokalis mikroszkoppal
készitettiik (Zeiss LSM 710), a fluoreszcens képek szerkesztését és a festések intenzitds mérését

Imagel képszerkeszté programmal végeztiik.

Aramlasi citometrias gyongy array (CBA)

A 3D tidé aggregatumok altal 48 oras kezelést kovetden a feliiluszoba termelt
proinflammatorikus citokinek termelddését multiplex aramlasi citometrids gyongy array (CBA
— Cytometric Bead Array, Human Inflammatory Cytokines Kit, BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) segitségével detektaltuk. A feliiliszoébol 50 pl-t gyhjtottiink és a mintdkat a kit altal
javasolt assay pufferrel higitottuk. A higitott mintdkhoz fluoreszcens citokin gyongy
szuszpenziot és human gyulladésos citokin-fikoeritrin detekcids reagenst adtunk. A mintdkat 3
oran keresztiil sotétben inkubaltuk, majd moso6 pufferben centrifugaltuk. A jelolt gyongyoket
BD FACS DIVA V6 szoftverrel ellatott FACS Canto II aramlasi citométer késziilékkel (BD
Immunocytometry Systems, Erembodegen, Belgium) mértiik és az adatokat FCS Express V3
szoftverrel értékeltiik ki.

Extracellularis vezikulak izolalasa human szérum mintakbdl és A549 és Wnt35a-A549
sejtvonalakbdl

Az extracellularis vezikuldkat 5 COPD-s beteg €s 5 egészséges donor szérumat felhasznalva és
a total exoszéma izolalo kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham,USA) segitségével
izolaltuk. A mintakat 300 g-n 30 percig centrifugaltuk, majd a feliilaszot 2000 g-n 4°C-on 30
percig ismét lecentrifugaltuk és a kapott onkoszomdakat 200 pl PBS-ben vettiik fel,
felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A feliiliszohoz total exoszoma 1zolalo reagenst adtunk, majd
4°C-on 30 percig inkubaltuk, utdna 14000 g-n 10 percig centrifugéltuk. Az exoszoémakat
tartalmazé pelletet extracellularis vezikula szuszpenzios pufferben szuszpendaltuk és tovabbi
felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

Extracellularis vezikulakat A549 és Wnt5a-A549 sejtvonalak feliiluszdjabol izoldltunk a total
exoszoma izolalo kit — sejtkultira médiumbdl (Invitrogen, Cat. number: 4478359) protokolljat
kovetve. A sejteket felndvesztés utdn FBS mentes médiumban tenyésztettik 2 napig. A

feliiluszot 2000 g-n 4°C-on 30 percig centrifugaltuk a megaszomak/onkoszémak 0sszegylijtése
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érdekében, majd total exoszoma izolalo reagenst adtunk hozza. A mintakat 4°C-on egy €jszakéan
at inkubaltuk, utana 1000 g-n 4°C-on 1 oOrdn keresztiil centrifugdltuk. Az extracellularis
vezikuldkat tartalmazo pelletet hideg PBS-ben gytijtottiik 6ssze és felhasznalasig -80°C-on
taroltuk.

Mikrovezikula/Exoszoma homing, az exoszomak lokalizaciéjanak fluoreszcens analizise

Az A549 ¢és Wnt5a-A549  sejtvonalakbol izolalt mikrovezikuldkat/exoszomakat
lecentrifugaltuk, majd a pelletet Dil fluoreszcens festékkel (Molecular Probes, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) PBS-ben oldottuk be. Inkubalas utdn a szuszpenziot
lecentrifugaltuk, feliiliszot eltavolitottuk, a pelletet pedig PBS-ben feloldottuk ¢s BALB/C
egerek farokvénajaba injektaltuk. A kontroll egerek injektalasa jeldletlen exoszomakkal tortént.
Az injektalast kovetden 20 oraval az egereket felaldoztuk és a tiidot, majat, timuszt és 1épet
eltavolitottuk, majd Living Image szoftverrel felszerelt IVIS Lumina III In Vivo Imaging
rendszer segitségével (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) a fluoreszcensen jeldlt exoszomak
detektalasat végeztik. Az egerek szerveiben felhalmozodott exoszomak fluoreszcens

intenzitasat a festetlen, kontroll szervekhez viszonyitottuk.
Mikrovezikulak (exoszomak) elektronmikroszkopos detektalasa

A sejtvonalakbol izolalt mikrovezikulak elektronmikroszkopos detektdldsdhoz az exoszémakat
PBS-ben szuszpendaltuk, majd glutaraldehid vizes oldataban fixaltuk. A fixalt exoszomakat
atmostuk €és 24 o6raig hagytuk szaradni, majd az elektronmikroszképos héalora mértik. A
mintakat 5%-os uranil-acetattal kezeltiik. Az elektronmikroszkdpos halot 80Kv-on MorgagniD
transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgaltuk (Orvosi Biologiai Intézet és Kozponti
Elektronmikroszkopos Laboratorium, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Pécsi
Tudomanyegyetem). A mikroszkdppal készitett képeket integralt MegaView III digitalis
kameraval (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH; Munster, Germany) készitettiik.

Enzim kapcsolt szendvics immunoszorbens vizsgalat (ELISA)

[zolalt human onkoszoma és exoszoma mintakat WntSa antitesttel elokezelt ELISA lemezre
mértiink. A mintdkat biotinilalt Wnt5a specifikus detektor antitesttel, majd Avidin-HRP
konjugdtummal inkubdltuk. Ezutan a mintdkhoz TMB szubsztratot adtunk, amelyet sotétben
inkubaltuk. A szinreakcidt 450 nm-en detektaltuk, az eredményeket a standard gorbéhez

viszonyitva szamoltuk.
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Tiido epitelialis sejtek izolalasa primer human tiidoszovetbol

Human primer tiid6 epitelialis sejteket izolaltunk lobektomian atesett, normal tiidéfunkcidval
rendelkezd betegekbdl. A sejtek izoldlasat egy korabbi protokollt kdvetve végeztiik. A szoveti
mintdkat sos oldatba tettiik, majd emésztettiik tripszin, DNaz ¢és magzati borjuszérum
jelenlétében. Az izolalt sejteket fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatasra (FACS) és in vitro

kultaraban val6 fenntartasra hasznaltuk fel.

.....

Tido epitelialis sejteket kollagénnel bevont sejttenyészté edényekre {iltettiink ki és DCCM-1
médiumban 3-6 napig tartottuk dket kulttraban. Tovabbi kisérletekben a sejteket mikroarray és

kvantitativ valos idejii PCR analizisekre hasznaltuk.

Mikroarray analizis

A betegekbdl (n=3) szarmazo, 3 €s 6 napig in vitro koriilmények kozott kultirdban fenntartott
primer sejtekbdl cDNS-t fragmentaltunk és fluoreszcensen jeldltiik GeneChip WT terminalis
jelold Kit (Affymetrix, Santa Clara, USA) segitségével. A fragmentéalt cDNS-t a Human Gén
1.0 ST array-hez (Affymetrix, Santa Clara, USA) hibridizaltuk. A microarray-bdl a proba sejt
intenzitasi adatokat (CEL, cell intensity data) analizaltuk Expressziés Console szoftver
segitségével.

Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships (PANTHER)

A PANTHER klasszifikacios rendszert a fehérjék (és azok génjeinek) klasszifikalasara
tervezték a high throughput analizisek eldsegitésére. A moddszer részletes leirdsa kordbbi
publikacidkban elérhetd.

Mesterséges neuronalis halozatok analizise (ANN)

A Wnt jelatviteli Utvonalhoz kapcsoloddo ATII-ATI TD folyamatanak vizsgalatahoz
mesterséges neurondlis hal6zatok (ANN) (Neurosolutions 6, NeuroDimension Inc.) szoftvert
hasznaltunk (103) (104). A génexpresszids valtozasokat Affymetrix array segitségével
hataroztuk meg ATII-es sejtekbdl, melyeket kontrolloknak és ATI-es sejtekbdl, melyeket a
kezelt mintaknak tekintettiink. Egy atlag szenzitivitast hataroztunk meg, mint 1.0 és minden

mas szenzitivitas értéket is eszerint abrazoltunk hétérképen.

Statisztikai analizisek

A statisztikai elemzés GraphPad 6 szoftverrel tortént, fliggetlen mintas T-proba €s egy-utas
ANOVA (Bonferroni post hoc) tesztek segitségével. Az adatokat minden esetben atlag +
standard hiba (SEM) abrazoltuk és a p <0.05 értékeket tekintettiik szignifikdns eredménynek.
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EREDMENYEK
A dohanyzas kivaltotta gyulladasos folyamatok és a WntSa kapcsolata in vivo

In vivo modelliinkben a 2 honapig dohanyoztatott C57BL/6 him egerek tiidejében hematoxilin-
eozin festéssel igazoltuk a dohdnyzas hatasara kialakult emfizéma-szert strukturat a kitagult
alveolusokkal és gyulladésra utalo limfocita besztirddésekkel. Ezzel parhuzamosan az egerek
tiidejében a gyulladasban szerepet jatszo WntSa fehérje emelkedését detektaltuk Western-blot
analizissel és immunfluoreszcens festés segitségével 2 honapos cigarettafiist (CF) expozicid
utan a nem dohanyoztatott egerek tiidejében mért Wnt5a szintjéhez viszonyitva.

Tovabbi kisérleteinkben az egerek tiidejében nagy szamban el6fordulod sejteket kiilon is
vizsgaltuk dohanyoztatds hatdsara, ahol a tiid6bdl tisztitott epitél (EpCAM?) és leukocita
(CD45") sejtpopulaciokban az epitélsejtek szdmanak csokkenését, mig a CD45" sejtek
szamanak emelkedését detektaltuk a nem dohanyoztatott csoporthoz képest. Az EpCAM™ és a
CD45" sejtpopulacioban egyarant kimutattuk a Wnt5a mRNS emelkedését valos idejl
kvantitativ PCR segitségével.

A dohanyoztatas kivaltotta gyulladas és a Wnt5a kapcsolata 3D human tiidémodellben

A CF Wnt5a indukal6 hatasat in vitro human tiidészoveteken is teszteltiik, ahol a 3D tiid6
aggregatumokon 48 oraig CFE kezelést végeztiink. Eredményeink azt mutatjak, hogy a Wnt5a
mRNS ¢és fehérjeszinten is szignifikdns emelkedést mutat a makrofagokat tartalmazé
aggregatumokban, a makrofagokat nem tartalmazd aggregatumokhoz képest. In vitro
modellrendszeriinkben CFE kezelés hatdsara az I1L-6 gyulladdsos citokin mRNS szinti
expresszioja emelkedik, amely valtozast a makrofag jelenlétében €s makrofagok hidnyaban is
detektaltuk a kontroll, nem dohanyoztatott szferoidokhoz képest. A dohanyzas immunmodulélo
hatasanak human rendszereken torténd tovabbi teszteléséhez az aggregatum kultirakon 48 6ras
human rekombinans Wnt5a kezelést (1 pg/ml) végeztiink, melynek hatasara szignifikans IL-6
¢és IL-8 emelkedést detektaltunk, kizarolag a makrofagot tartalmazoé szferoidokban, melybdl a

Wnt5a-nak a proinflammatorikus folyamatok indukaldsaban jatszott szerepére kovetkeztetiink.

A makrofagok polarizacioja és a Wnt jelatvitel kapcsolata in vitro dohanyoztatas

hatasara

Makrofag monokultarakban a nem-kanonikus Wnt jelatviteli molekulak, mint a WntSa, Wnt5b,
Wntll, illetve a kanonikus Wnt jelatviteli ut inhibitoranak, a Dickkopf 2-nek emelkedését
mértiik 48 ordas CFE kezelés hatdsara. Kisérleteink soran a PPAR-gamma antagonista

csokkentette az IL-10 expresszidjat, amely az anti-inflammatorikus M2 fenotipus markere,
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utalva ezzel a PPAR-gamma hidnya kovetkeztében kialakuld pro-inflammatorikus citokinek
termelésében jatszott szerepére. Emellett azt lattuk, hogy a PPAR-gamma expresszidja
szignifikansan emelkedett makrofagokban 3 6ras CFE kezelés hatdsara, ezzel szemben 48 ora
utan a kezeletlen mintadk szintjére csokkent, mely arra utal, hogy az anti-inflammatorikus

PPAR-gamma expresszidja Onmagaban nem tartand fent az elnyujtott gyulladasos stimulust.

Az extracellularis vezikulak és a gyulladasos citokinek szerepe a szisztémas gyulladas

Kkialakulasaban

A COPD-betegek szérumabdl izolalt onkoszémakban az emelkedett Wnt5a fehérje mennyisége
megegyezett a Wnt5a overexpresszald A549 sejtvonalban mért Wnt5a mennyiségével. Emellett
az onkoszoémakban és az exoszomakban is kiemelkedden magas gyulladasos citokin szinteket
mértiink. WntSa overexpresszald AS549 sejtek feliilisz6jabol izolalt, fluoreszcensen jeldlt
exoszomakat BALB/C egerek farokvéndjaba injektaltunk, amelynek eredmnyeként a jelolt
exoszomakat legnagyobb mennyiségben a majban, a timuszban és a tiidében, kisebb

mennyiségben pedig a Iépben is vizualizaltuk.

Wnt jelatvitel aktivalodasa az ATII-ATI transzdifferenciacio soran in vitro

Betegekbdl izolalt tiido epitelialis Affymetrix array segitségével 1527 gént analizaltunk és a
PANTHER program segitségével megallapitottuk, hogy ezek koziil 73 gén a Wnt jelatviteli
uthoz tartozik. A Wnt jelatvitelben a Wnt4, Wnt5a, Wnt7a ligandok és a Fzd 1, Fzd2 és Fzd7
receptorok mRNS szintjében detektaltunk szignifikdns valtozasokat az Affymetrix array
segitségével. Az AQPS és RAGE markereket hasznaltuk az ATI-es sejtek karakterizaldsahoz,
az ATll-es tipusu sejtek esetében differenciacios markerként a szorfaktans protein C (SFTPC)
expresszigjat mértiik. Bar az SFTPC szintjében nem detektaltunk szignifikans valtozast, az
AQP5 és RAGE markerek szignifikans emelkedést mutattak az ATI populacidban az ATII-es
populécidohoz képest. A Wnt receptorok mRNS szintjeiben nem lattunk kiilonbséget, mig a
Wnt4, Wnt5a ¢és Wnt7a ligandok expresszoja szignifikdnsan magasabb volt az ATI-es
sejtekben, mint az ATII-es sejtpopulacioban.

Tovabbi kisérleteinket primer human kisléguti epitelialis sejtekbdl (SAEC), illetve primer
huméan tiid6 fibroblasztokbol (NHLF) all6 3D aggregatumokon végeztilk. Az aggregatum
kultirdkon rthWnt4, thWnt5a és rhWnt7a kezelést alkalmaztunk, hogy az SFTPC mRNS
szintjének csokkenését indukaljuk, azonban eredményeink alapjan kizarolag a rhWnt7a kezelés
emelte az ATI marker, AQP5 mRNS és fehérjeszintjét. A Wnt7a indukalta intracellularis

jelatviteli folyamatokat tovabb vizsgdlva humén tiidé aggregatum kultarakbol készitett
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metszeteken Wnt7a kezelés hatasara a B-katenin fehérjeszint emelkedését figyeltiik meg, mig a
B-katenin foszforilacidja szignifikansan csdkkent, ezzel bizonyitva a TD folyamatban résztvevo
intracellularis folyamatok komplexitdsat.

Az ATII-ATI TD-ban szerepet jatszo Wnt jelatviteli molekuldk definialasa mikroarray
adatok ANN analizisének segitségével

A megvaltozott Wnt mikrokornyezetben résztvevé molekularis célpontok meghatarozasara
ANN analizist végeztiink, amelynek eredményeként tobb molekulat azonositottunk, mint pl. a
trombospondin 1 (THBS1), transzglutaminaz-2 (TGM2), integrin alfa V (ITGAV), epitelialis
membran fehérje 2 (EMP2), citokrom P450 csalad 4, alcsalad B, polipeptid 1 (CYP4B1) és
ankyrin repeat domain 1 (ANKRD1), melyek a médosult Wnt jelatviteli ttvonal célpontjai az
ATII-ATI TD soran. Az Affymetrix elemzés alapjan a THBS1, EMP2, ITGAV, CYP4BI1 ¢és
ANKRD1 mRNS szintjei szignifikdnsan emelkedtek, mig a TGM2 szignifikdnsan csokkent a
TD sorén a kontrollhoz képest. Annak érdekében, hogy az ANN analizis sordn definilt gének
funkciojat specifikus Wnt ligandokhoz kapcsolhassuk, 3D aggregatumokat 48 oran keresztiil
rhWnt4, thWnt5a és thWnt7a kezelést, majd qRT-PCR mérést végeztiink, ahol kizarolag a
rhWnt5a kezelésnek lattuk hatdsat, amely az ITGAV mRNS expresszidjanak csokkenését
eredményezte. Ebbdl kovetkeztethetiink, hogy a TD sordan egyes Wnt ligandok kiilonb6zd
célpontokkal rendelkeznek. Tovabba a 3D sejt aggregatumok metszetein végzett thWnt5a
kezelés sejttipus specifikus ITGAV fehérje expresszid emelkedést eredményezett, melyet az
aggregatumokban centrélisan elhelyezkedé mezenhimaélis fibroblasztokban detektaltunk, mig
az aggregatumok kiilsd rétegében talalhato epitelialis sejtekben az ITGAV fehérje expresszidja

szignifikansan kevesebb volt.

UJ EREDMENYEK, OSSZEFOGLALAS

Kivaltja-e a cigarettafiist a nem-kanonikus Wnt5a molekula szintjének emelkedését és a Wnt5a-

val kapcsolatosan COPD-re jellemz6 gyulladasos kérnyezet kialakuldsat?

1. A cigarettafiist indukdlja a nem-kanonikus Wnt5a emelkedését a tiidében,
parhuzamosan a kanonikus Wnt jelatviteli utvonal szupresszidjaval. Emellett
megfigyelhetd az EpCAM' epitelidlis sejtekkel dusitott sejtréteg szignifikans
hanyatlasa, mely korreldl az emfizéma sulyossagaval és a csokkent 1égzdfeliilettel.

2. Dohényzas hatdsara a Wnt5a aktivalodasaval parhuzamosan a gyulladdsos folyamatok

is indukalodnak az M1 makrofag differenciacion keresztiil, melyet az immunsejtek
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crer

részeként az anti-inflammatorikus PPAR-gamma expresszidja is redukalodik.

Kimutathato-e a Wnt5a emelkedett szintje COPD-betegek szérumdaban, amely magyarazhatja

az emberre, de a kisérleti allatokra nem jellemzo szisztémas gyulladas kialakulasat?

3. Kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy COPD betegek esetében a Wnt5a és pro-
inflammatorikus citokinek becsomagolodhatnak ¢és kiilonb6z6o extracellularis
vezikulakban szallitodhatnak, melynek kovetkeztében a COPD soran nem csak a
gyulladds valhat szisztémas természetlivé, hanem ezzel egy id6ben az anti-

inflammatorikus PPAR-gamma aktivitasa is.

Szabdlyozza-e, és ha igen, milyen modon a Wt jelatviteli utvonal a pulmondalis regeneraciot és

az epitélialis transzdifferencidacios folyamatokat?

4. Az ATII-ATI TD folyamataiban eredményeink azt mutattdk, hogy a Wnt4, Wnt5a és
Wnt7a ligandok negativ szabalyozoként miikodnek az SFTPC esetében, emellett a
Wnt7a az AQP5 indukatoraként viselkedik. Osszességében feltételezhetjiik, hogy nem
onmagaban a Wnt ligandok, hanem egy kozvetleniil Wnt ligand altal érintett gén, az

ITGAYV felelds az SFTPC szintjének szabalyozasaért.
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