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1. Bevezetés

A szomatikus sejtek érett fenotipusanak valtozasat sejtplaszticitdsnak nevezziik. Ennek soran

a sejtek olyan atalakulasokon mennek keresztiil, amik megvaltoztatjak a sejtek morfologiajat,

funkciojat. Tagabb értelemben idetartoznak a kiilonbozé Ossejttipusok atalakulasai

.....

..........

a sejtplaszticitas egy-egy formdja. A sejtplaszticitds célja, hogy a kiilonbozd karos hatdsok
ellenére fenntartsdk a szervezet homeosztazisat, azonban a nem megfeleld modon zajlo
folyamatok a sejtek malignus atalakuldsat, valamint alkalmazkodésat is segithetik.

Az epithelialis és mesenchymalis sejtek fenotipusa kiilonb6z6 esetekben (pl. embrionalis
fejlodés) megvaltozhat, a két allapot egymdsba atalakulhat, ezt a jelenséget epithelialis-
mesenchymalis transitionak (EMT), illetve mesenchymalis-epithelialis transitionak (MET)
nevezziik. Az epithelialis-mesenchymalis transitio fiziologiasan az embrionalis fejlédésben,
sebgydgyulasban, patologias esetben a metastasisképzésben, és fibrotikus folyamatokban
jelenik meg. Az endothelsejtek transitioval szintén mesenchymalis sejtekké alakulhatnak,
endothelialis-mesenchymalis transitio (EndMT) utjan. Kisérleteink soran ennek a két —

egymassal sok hasonlosagot mutatd — folyamatnak egy-egy példajat kivantuk vizsgalni.

A kronikus vesebetegség (Chronic kidney disease, CKD) globalis, illetve Egyesiilt
allamokbeli prevalencidja 13%. A kivalto oktol, és a hattérben allo betegség(ek)tol
fliggetlenil a CKD legfontosabb jellemzdje a progressziv vesefibrosis. A primer
vesebetegségek (kronikus glomerulonephritis, policisztds vesebetegség) mellett a
jarvanyszertien novekvd gyakorisagl hypertonia és diabetes a CKD két vezetd oka.

A CKD hosszatavon végallapotu vesebetegséghez (ESRD) vezet(het), mely vesep6tld
kezelést, szervatiiltetést tehet sziikségessé. Tekintve a betegség sulyossagat, valamint gyakori
eléfordulasat, modellezése fontos a jobb megértéshez. Szovettani jellemzdit tekintve a
kronikus vesebetegség tubulointerstitialis fibrosissal jar, a tubulusok mellett a glomerulusok
¢s a kapillarishalozat is sériil. Vesefibrosis modellben végzett kisérletek alapjan alakult ki az
EMT , kettOs sériilés” modellje, amely szerint az EMT folyamatahoz két 1épés vezet. Elsoként
az epithelsejtek integritdsanak csokkenése sziikséges (elsé Sériilés), amelynek hatterében pl.
mechanikai artalom, immunkomplex lerakddas, hypoxia allhat. A karosodott helyeken a TGF-

B1-hatds (mésodik sériilés) fokalisan EMT-t indukal, ez fokozott TGF-Bl1- és ECM-



termelddést eredményez, ami a kornyezo teriiletek karositasaval és az EMT kiterjedésével
jarhat. A myofibroblastok jellemzdjeként az a-smooth muscle actin (a-SMA) a transitio végén
jelenik meg. A szignaltranszdukci6é soran a Serum response factor (SRF) kofaktoraként a
Myocardin related transcription factor A-t és B-t (MRTF-A, B) azonositottak. A
kozelmultban leirt Suppressor of cancer cell invasion (SCAI) fehérje az MRTF-ek

inhibitoraként valt ismertté.

A tumoros betegek esetében a metastasis megjelenése az esetek talnyomo tobbségében
terminalis megbetegedést jelent. A tumorsejtek az utjukba keriilé sokféle hataroldo elem
lekiizdéséhez tobbféle molekulat termelnek. A kozponti idegrendszerbe a tumorsejtek a
véraram Utjan jutnak, de a vér-agy gaton torténd athaladas modjat egyelére nem sikertilt
teljesen megismerni.

Az endothelsejtek hatarolo funkcidjat a tumorsejtekbdl szarmazo citokinek — igy pl. a TGF-$
— rontjak, valamint az endothelsejtekben olyan szignalizacios utvonalakat aktivalnak, amelyek
pl. a VE-cadherin-komplexeket megszakitjak, ennek kovetkeztében az endothelsejtek
morfologiaja megvaltozik. Az endothelsejtekben a cytoskeleton Gjraszervez6dését, motilitas
fokozodasat szintén kivalthatjdk a tumorsejtek. Mindezen megfigyelések az EndMT
folyamataban is kovethetdk, igy azt a hipotézist allitottuk fel, hogy az endothelsejtek nem
pusztan ,.elszenveddi” a tumoros metastasisképzésnek, hanem aktivan is részt vesznek a
megvaltozik, fenotipusuk mesenchymalis irdnyba tolddik, kontraktilitdsuk fokozodik. A
valtozasok Osszessége alapjan feltételezhetd, hogy az extravazéacid sordn EndMT segitségével

kiizdik le a metasztatikus sejtek a vér-agy gat jelentette akadalyt.



2. Célkituzések

Csoportunk kordbbi munkaja soran néhany olyan uj jelatviteli mechanizmust jellemzett,
amelyek a TGF és a kettds sériilés hatasara 1étrejové EMT-t és a markerként hasznalt SMA-
expressziot szabalyozzak. E folyamatok kozponti elemének az MRTF dependens
szignalizacio ¢és fehérjeexpresszid szabalyozésa igazolddott. A kozelmultban felfedezett
SCAIl-fehérje az MRTF-ek inhibitoraként valt ismertté tumoros modellekben. Ezek alapjan
felmeriilt annak lehet6sége, hogy a SCAl-fehérjének az EMT folyamatdban ¢és a
vesefibrosisban is fontos szerepe lehet. Munkdm egyik célkitlizése a SCAI vizsgélata volt e
modellekben:

1. In vitro modellben vizsgalni kivantuk, hogy a SCAI hogyan befolyasolja a TGF-B1 és
az Angiotensin II hatésait, illetve a kiilonb6z6 EMT-markerek expressziojat EMT
soran.

2. Vizsgalni kivantuk a SCAI az MRTF-A, MRTF-B, valamint a kis G-fehérjék
kozvetitette szignaltranszdukciora vald hatasat EMT-modellben.

3. In vitro vizsgalni kivantuk, hogy a TGF-B1 kezelés, illetve in vivo az UUO (Unilateral
ureter obstruction), valamint az allograft rejekcié kivaltotta fibrosis befolyasolja-e a
SCAI- expressziot.

4. Vizsgalni kivantuk, hogy a SCAIl az EndMT, illetve i1PS-reprogramalas soran

jelezheti-e az endothel/epithel fenotipust.

A metasztatikus extravasatio sordn az endothelsejtekben szdmos valtozas jon létre. E
valtozasok egy EndMT-hez hasonloak, ezért egy hipotézist allitottunk fel, ami szerint
szorosan kapcsolddd endothelsejteket tartalmazo erekben — a tiidoben vagy az agyban —
metasztatikus extravasatio sordn egy EndMT jon létre. E hipotézist vizsgald modelliinkben
arra kerestiik a valaszt, hogy a metastasisképzés soran az extravasatioban szerepet jatszhat-e
ez a folyamat. Ezért vizsgalni kivantuk, hogy:

1. Invitro agyi endothelsejteken TGF-p1-hatasra EndMT jatszodik-e le.

2. Tumoros sejtek képesek-e TGF-dependens modon EndMT-t indukéalni agyi

endothelsejtekben.



3. Modszerek

3.1 Sejtkultiara

A CL4 klonszamu, nyul angiotensin II 1-es tipusii receptort stabilan expresszald sertés
proximalis tubulus epithelsejtek (LLC-PK1) dr. R. Harris ajandéka volt.

Az GFP-SCAI- t stabilan expresszald sejteket FuGene6 (Roche, Mannheim, Németorszag)
transzfekciot kovetéen Aria High Speed Cell Sorter (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA)
valogattuk szét, FACSCalibur flow cytometer ¢s CellQuest szoftver (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA) segitségével igazoltuk, hogy a sejtpopulécio
szinte teljes egészében GFP pozitiv.

A primer patkdny agyi endothelsejteket (RBEC) kéthetes Wistar patkdnyokbol (Toxi-Coop,
Budapest, Magyarorszag) izolaltuk. Ez a hazai és nemzetkdzi ajanlasoknak megfeleléen
tortént. Az erre vonatkozo protokollt a Csongrad megyei Regiondlis Allategészségiigyi és
Elelmiszervizsgalati  Feliigyelet  feliilvizsgalta és  engedélyezte  (engedélyszam:
XV1/2980/2012).

Az emberi koldokzsinor-vénabol szarmazo endothelsejteket (HUVEC) a korabbi
kisérleteinknek megfeleld médon izoldltuk. A mintdkat a Semmelweis Egyetem II. Sz.
Sziilészeti €s Nogyogyaszati Klinikatol kaptuk. A beleegyez6 nyilatkozatot és a mintakezelést
a Semmelweis Egyetem Regiondlis, Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga
(Budapest, Magyarorszag) hagyta jova (TUKEB 126/2014).

A B16/F10, ragcsalo-melanomasejteket RPMI-ben tenyésztettiik.

Az A2058 human melanomasejteket MEM médiumban tenyésztettiik.

Az SK-BR3, MCF-7 és MDA-MB231 human emlétumorsejteket DMEM-ben tenyésztettiik.

A human iPS-sejtek reprogramalasat a koradbbiakban leirtaknak megfelelden végeztiik.

3.2 Tranziens transzfekcio, luciferaz promoteraktivitas assay
Az LLC-PKI1 sejteket 6 csészés sejttenyésztd talcan novesztettilkk, és kozel konfluens

allapotban FuGene 6 reagens (Roche, Mannheim, Németorszag) hasznélataval transzfektaltuk
1 ug DNS /2.5 uL reagens aranyban. A promoteraktivitds meghatarozasahoz 0.5 pg promoter
konstruktot, 0.05 pg pRL-TK-t és 2 ug tires vektort (pcDNA3.1), vagy a vizsgalt konstruktot
kotranszfektaltuk. A szentjdnosbogar- és Renilla luciferdz (belsé kontroll)-aktivitast Dual-
Luciferase Reporter Assay Kit (Promega, Madison, WI, USA) segitségével hataroztuk meg, a
gyartd protokolljanak megfeleléen. A mérésekhez Victor X3 2030 Multilabel Plate Reader
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA) luminométert hasznaltunk



3.3 Unilateralis ureter obstructios (UUO) egérmodell

Az ureter obstructios kisérleteket C57BL/6 him egereken dr. Hamar Péter csoportja végezte a
Semmelweis Egyetem Korélettani Intézetében. Az allatokat a Charles Rivert6l (Munich,
Németorszag) rendelték, és a Semmelweis Egyetem allathdzdban tenyésztették. Tartasuk
soran szokvanyos ragcsalotaplalékot kaptak €s vizet pedig ad libitum. Minden allatkisérlet a
Semmelweis Egyetem szabalyainak és a jogszabalyi eléirasoknak (1198/XXVIII tv. Az
allatok védelmérdl ¢s kiméletérdl, 243/1998(XI1.31) Kormanyrendelet az allatkisérletek

végzésérol) megtelelden tortént.

3.4 Vesetranszplantacio rejekcios modell

A vesetranszplantacios kisérleteket Dr. Hamar Péter csoportja végezte a Semmelweis
Egyetem Korélettani Intézetében.

A him Lewis (LEW, RT1") és him Brown-Norway (BN, RT1") patkanyokat a Charles
Rivertdl (Munich, Németorszag) szerezték be az Akronom Kft.-n (Budapest, Magyarorszag)
keresztiil. A patkanyok keresztezésével Lew-is-Brown-Norway (LEW x BN F1, LBN) hibrid
allatokat tenyésztettek a Semmelweis Egyetem allathdzadban. A hibrid allatok tartdsa soran
szokvanyos ragcsalotaplalékot kaptak €s vizet pedig ad libitum. Minden kisérleti eljarast a
hatdlyos magyar jogszabalyoknak, valamint az amerikai Nemzeti Egészségiigyi Intézet
laboratériumi allatok tartasardl és felhasznalasarol szolo iranyelveinek megfeleléen végeztek.
A Kkisérleti protokollt a Semmelweis Egyetem Etikai Tanacsa (Budapest, Magyarorszag) a
laboratoriumai allatok tartasardl €s felhasznéalasardl szolo torvényi eldirdsok alapjan hagyta

i6va (XIV-1-001/2012-4/2012).

3.5 Kvantitativ real-time PCR vizsgalat

A vizsgalatokhoz a HUVEC-, illetve iPS-sejteket PBS-szel egyszer mostuk, majd — a gyart6
eldirasainak megfeleldéen — az RNS-t TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segitségével
izolaltuk. 2 npg RNS keriilt reverz transzkripciora (High Capacity c¢cDNA Reverse
Transcription Kit, Apllied Biosystems, Forster City, CA, USA), random primerekkel. A PCR-
reakcidkat BioRad CFX thermalcyclerrel (BioRad, Hercules, CA, USA) végeztiik, amihez
Maxima SYBR Green PCR Master Mixet (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
hasznaltunk, 95 °C-on 15 masodperces, 60°C-on 60 masodperces id6tartamokat alkalmaztunk
40 cikluson keresztiil. A reakcio specificitasat és hatékonysagat olvadasi €s standardgorbe-
analizissel igazoltuk. Az atlagértékeket a 2-AACt segitségével irtuk le. Minden kisérletet
parhuzamosan harom mintaval végeztiink, és minden kisérletet két alkalommal ismételtiink

meg.



3.6. Western blot

A sejteket jéghideg PBS-szel mostuk, majd lizis felkapartuk. A sejtlizatum
fehérjekoncentracigjat BCA Protein Assayvel (Pierce Thermo Scientific, Rockford, IL, USA),
ezt kdvetden az abszorbanciat Beckton Dickinson spektrofotométerrel 562 nm-en hataroztuk
meg. Az egyes abszorbanciaértékekhez tartozo fehérjekoncentraciot marhaszérum-albumin
higitasi sorral készitett standard gorbe alapjan allapitottuk meg.

TRIS (pH 6,8), 10% SDS, 20% glycerin, 0,005% bromfenilkék és 2% [-merkapoetanol)
Osszekevertiik, majd 5 percig 100 °C-on forraltuk.

A mintakat Mini Protean II és III apparatussal (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
10-12%-0s redukalé SDS-poliakrilamid géleken szeparaltuk. A fehérjéket szeparalodas utan
Towbin-féle transzfer pufferben (25 mM TRIS, 192 mM glicin, 20% metanol, pH 8,3) 350
mA aramer6sséggel, 90 percig nitrocelluloz membranra (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) transzferaltuk. Blokkolast és mosast kovetden a membranokat hiitégépben +4 °C-
on egy ¢jszakan at elsddleges antitestet tartalmaz6 oldatban inkubaltuk. Az antitesteket 0,5%
albumint tartalmazé TBS oldatban higitottuk (altalaban 1:1000 higitast hasznaltunk). A
megfeleld torma-peroxidazzal konjugélt masodlagos antitesttel inkubaltuk jabb 90 percig. A
peroxidaz-pozitiv csikokat elektrolumineszcens érzékeld rendszerrel (Thermo Scientific,

Waltha, MA, USA) jelenitettiik meg.

3.7 Microarray alapu génexpresszios-analizis

A génexpresszios profilokat a Gene Expression Omnibus (GEO) adatbazisabol hasznaltuk,
ami a National Center for Biotechnology Information (NCBI, USA) részét képezi. Az adatok
a HUVEC-sejtek, illetve HUVEC és 1205LU melanoma sejtek ko-kulturas vizsgélataibol
szarmaznak (elérési szam: GSE8699). A génexpresszios szintek kiilonbségét kizarolag
HUVEC valamint a HUVEC és 1205LU melanoma sejt ko-kulturaja kozott vizsgaltuk. A két
adatcsoport vizsgalatakor azokat a géneket figyelembe véve, melyek detektalasi p értéke

kisebb, mint 0.05 volt, és expresszids szintjiik legalabb masfélszeres valtozast mutatott.

3.8 Statisztikai elemzés

A transzfekcids kisérletek soran minden mérést duplikdtumban végeztiink, és legalabb hdrom
alkalommal ismételtiink. Az eredmények feltlintetésekor az atlagot és a standard deviaciot
jeloltiik. A kezelt és kezeletlen csoportok luciferaz aktivitasat (relativ promoteraktivitast)

hasonlitottuk Ossze.



A kvantitativ RT-PCR vizsgalatainkban bioldgiai triplikatumokat hasznaltunk, az eredmények
elemzéséhez Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk.
Western blot vizsgalatainkat legaldbb harom alkalommal ismételtiink, az eredményeket egy-

egy reprezentativ képpel mutatom be.



4. Eredmények

4.1 A SCAl-fehérje szerepe proximalis tubulus sejtek epithelialis mesenchymalis

erer

4.1.1 A SCAI gatolja a TGF-p1 kivaltotta SMA-, calponin- és CTGF fehérjeexpressziot.
LLC-PK1 sejtekben a TGF-Bl-kezelés nagyfokit SMA-expressziot eredményezett, mig a
SCAI-t tartdsan expresszalo sejtekben SMA-expresszi6 alig volt észlelhet6. A SCAI-t stabilan
expresszaldo LLC-PK1 sejtekben (LLC-PK1/GFP-SCAI) haromnapos TGF-B1-kezelést
kdvetden a calponinexpresszio kisebb volt a kontroll LLC-PK-sejtek calponinexpresszidjahoz
hasonlitva. Ezzel parhuzamosan a SCAI gatolta az E-cadherin-expresszio csokkenését. A
TGF-B1-kezelés hatasara CTGF- expresszid kovetkezett be, ami az LLC-PK/SCAI-sejtekben
kisebb mértékii volt.

4.1.2 A SCAIl-fehérje gatolja az MRTF-A és MRTF-B okozta SMA-promoter-aktivitas
novekedését.

Az ezt kovetd kisérletekkel a SCAI és az MRTF SMA-promoterre gyakorolt hatasat
tanulmanyoztuk. Az MRTF-A és MRTF-B az SMA-promoter ismert aktivatora, azonban

SCAI-t tartésan expresszalo sejtekben a kifejezett SMA-promoteraktivacio nem jelentkezett.

4.1.3 A SCALI gatolja az SMA-promoter RhoA, Racl, Cdc42 indukalt aktivacidjat.

Az SMA-promotert az MRTF-SRF-utvonalon keresztil az Un. kis GTPaz molekulak is
szabalyozzak. A RhoA, Racl, Cdc42 konstitutivan aktiv formaju fehérjét stabilan epresszalo
plazmidok transzfekcigja LLC-PK1 sejtekben SMA-promoteraktivitas-novekedést hozott

létre. Ezt a hatast a SCAI-expresszio csokkentette.

4.1.4 A SCAI CArG-fiigg6 médon gatolja a TGF-p1, MRTF-A és MRTF-B kivaltotta
SMA-promoteraktivitast.

Annak vizsgalatara, hogy a SCAI az MRTF CArG domainen vald hatasat gatolja-e, tovabbi
kisérleteket végeztiink. Ezekhez olyan 153 bazispar hossziisagh SMA- promotert hasznaltunk,
melyen megtalalhaté a két CArG elem és a TCE elem, azonban az SBE-k és az E-box
hidnyzik. A SCAI és a 152 bp hosszusagi SMA-promoter kotranszfekcidjat kovetéen a TGF-
B1-kezelés a kontrollcsoporthoz viszonyitva kisebb SMA-promoteraktivitds-ndvekedést
okozott. Ugyanez a hatdas MRTF-A kotranszfekciojat kovetden is megfigyelhetd volt, a SCAI
60%-kal csokkente az MRTF-A kivaltotta SMA-promoteraktivitds-novekedést MRTF-B



kotranszfekcioja esetén a SCAI 53%-kal csokkentette az MRTF-B kivaltotta SMA-

promoteraktivitds-novekedést.

4.1.5 TGF-p1-kezelés hatasara valtozik a SCAI-, MRTF-expresszio LLC-PK1 sejtekben.
LLC-PK-sejtek haromnapos TGF-B1 kezelését kovetden Western blot vizsgalatot végeztiink a
SCALI fehérjeexpresszio vizsgalatara. Eredményeink alapjan a TGF-f1 csokkentette a SCAI
kifejezodését az LLC-PK1 sejtekben. Az MRTF expressziot vizsgalva haromnapos TGF-1
kezelést kovetden azt tapasztaltuk, hogy az MRTF-A és MRTF-B expresszio is kifejezettebbé

valt.

4.1.6 UUO modellben a SCAI fehérjeexpresszidja csokken.

Vizsgalatunkat in vivo kisérletekkel egészitettik ki, egér UUO-modellbdl szarmazo
vesemintakat Western blottal vizsgaltunk. Az obstrudlt vesékbdl szarmaz6é mintdkban a
SCAl-koncentracié csokkent, az SMA-expresszi6 a kontrollmintak értékeihez viszonyitva

nott.

4.1.7 Allograft rejekcios modellben megvaltozik az SMA- és SCAI fehérjeexpresszio.

Az UUO-t kovetéen egy klinikailag is fontos betegséget, a vesetranszplantaciot kovetd
allograft nephropathiat vizsgaltuk patkdnymodellben. Mintdinkat a 4. ¢é a 7.
poszttranszplantacidos napon vizsgaltuk, a korai fibrotikus események megismeréséhez
kontrollként a donorok €p veséjét hasznaltuk. Az SMA fehérjeexpresszid emelkedése mellett

a SCAIl-fehérje kifejezodésének drasztikus csokkenése volt megfigyelheto.

4.1.8 A SCAI gatolja az angiotensin II kivaltott SMA promoteraktivaciot LLC-PK1
sejtekben.

SMA promotert tartalmazé luciferaz riporter konstruktot transzfektalva angiotensin II-vel
kezeltiik az LLC-PK1 sejteket, ami a promoter kifejezddését novelte. Ezt a hatast a
candesartan gatolta. A MyoC dominans negativ formajanak kotranszfekcidjaval vizsgalni
tudtuk az MRTF-ek szerepét az angiotensin II kivaltotta SMA-promoteraktivacioban. A
DNMyoC-vel kotranszfektalt sejtekben az angiotensin II hatas kevésbé markansan jelent meg.
Emellett az MRTF-ek specifikus gatloszerével, a CCG-1423-mal torténd eldkezelés is
ugyanezt eredményezte. Végiil — az angiotensin II hatds MRTF kozvetitettségének igazolasa
utdn — az SMA-t SCAIl-jal kotranszfektaltuk. A SCAI gatolta az angiotensin II kivaltotta

SMA-promoteraktivaciot.
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4.1.9 A SCAI mRNS-expressziéja csokkent EndMT, iPS modellben.

HUVEC-sejtek tumorsejt aktivalt kondiciondlt médiumaval (ACM) torténd kezelését
kovetden vizsgaltuk a SCAI mRNS mennyiségét, ami 48 O6ras kezelést kdvetden
szignifikansan csokkent.

Fibroblastok iPS reprogramalasakor vizsgaltuk a sejtek expresszids mintazatat, 1évén a
folyamat hasonlosagot mutat(hat) a mesenchymalis epithelialis transitiohoz. El6szor
megvizsgaltuk a fibroblastokban és az iPS sejtekben a Nanog, egy Ossejtekre jellemzd marker
MRNS-expresszidjat, ami az érett sejtekben nem jelent meg. Ugyanez a dinamika az E-
cadherin tekintetében is igazolodott. Végiill a SCAIl-expressziot vizsgaltuk az
ujraprogramozott sejtekben, ami a fibroblastok csekély mértékii expresszidjahoz képest

jelentésen megnott.

4.2 A primer patkany agyi endothel sejtek EndMT-jénak vizsgalata

4.2.1 A TGF-B1-kezelés primer BEC sejtekben EndMT-t hoz létre.

Kovetkezd kisérletsorozatunkban az agyi endothelsejtek EndMT-jét vizsgaltuk. Primer
patkany agyi endothelsejteket TGF-B1-kezelésnek vetettiink ald. A hatdsara a claudin-5, az
occludin és a VE-cadherin fehérjeexpresszidja csokkent, mig a B1-integrin-, fibronectin-, N-

cadherin-expresszio nott.

4.2.2 A TGF-B1 kivaltotta SMA-expresszio TGFp-receptorhoz és ROCK-hoz kotott BEC
sejtekben.

Annak igazolasara, hogy a hatas TGF-B1-hoz kothetd, a sejteken SB-431542-t alkalmaztunk,
ami a TGF-p receptor 1 kinaz ismert inhibitora. A gatloszerrel elokezelt sejtekben TGF-f1-
hatasra a kifejezett SMA-, illetve calponin-expresszio-novekedés nem jott 1étre. A Rho-SRF
utvonal érintettségének igazolasara egy specifikus Rho kindz inhibitort (Y-27632)
alkalmaztunk. A gatloszer gatolta a TGF-B1 altal kivaltott SMA-expressziot.

4.2.3 B16/F10 melanoma sejtek aktivalt-kondicionalt médiuma (ACM) RBE-sejtekben
TGF-B-jelatvitellel EndMT-t hoz létre.

Az ACM a TGF-Bl-hez hasonldan csokkentette a claudin 5 fehérjeexpressziojat RBE
sejtekben, ezt a hatdst a kondicionalt médium (CM) nem valtotta ki. A fibronectin és az SMA
fehérje kifejezddését a TGF-B1 és az ACM novelte, mig a CM nem okozott ilyen valaszt RBE
sejtekben. A foszforilalt Smad2-, Smad3-expresszio ACM kezelést kovetéen nétt. Ezutan a

specifikus TGF-B1-hatas igazolasara inhibitoros kisérleteket végeztiink, az SB-431542
11



kezelés gatolta a claudin-5-expresszid kifejezett csokkenését ACM-hatas mellett. Emellett a
gatloszeres kezelés megakadalyozta az ACM kezelést hatasara 1étrejovo fibronectin-, SMA-

fehérjeexpresszio-novekedést RBE sejtekben.

4.2.4 Tobbféle tumorsejt aktivalt-kondicionalt médiuma is — TGF-f jelatvitel atjan —
SMA-expressziot okoz RBE sejtekben.

Aktivalt kondicionalt médiumot (ACM) hoztunk létre a fent leirtaknak megfeleléen A2058
human melanoma sejtekkel, MCF-7 human emld adenocarcinoma sejtekkel, MDA-MB231
human emldé adenocarcinoma sejtekkel is. Az RBE sejtek ezekkel torténd kezelése
mindharom esetben SMA-expressziot hozott 1étre, amit az SB-431542 eldkezelés mindhdrom

esetben gatolt.

4.2.5 Az aktivalt-kondicionalt médium TGF-p jelatvitel utjan SMA-expressziot hoz 1étre
HUVEC-sejtekben.

HUVEC-sejteken is megvizsgaltuk az MDA-MB231 és SK-BR3 hatédsat, annak igazolésara,
hogy az emlétumoros sejtek mas endothelsejteken is elérik a fenti hatdsokat. Az MDA-
MB231 ACM SMA-expressziot hozott 1étre, csakiigy mint az SK-BR3 ACM. Ezeket a
hatasokat az SB-431542 gatloszer ebben az esetben is gatolta, jelezvén, hogy az ACM SMA-
fehérjeexpresszidt noveld hatasa TGF-f fiiggo.

A Gene Expression Omnibus (GEO) publikus adatbazisdban fellelhetd adatok alapjan
HUVEC és 10205 Lu human metasztatikus melanomasejtek ko-kultiraja soran a HUVEC-
sejtek mRNS mintdzata a kovetkezoképpen valtozott: tobb endothel marker (KRT7, KRTIS,
TJP2) expresszidja csokkent az FST-vel egyiitt, ami EMT/EndMT antagonista. Ugyanakkor
az EndMT markerek (FN1, COL3Al, S100A4, MMP2, COLIA2) és transzkripcios
regulatorok (ZEB1, Wnt5a, TWISTI, Snai2) expresszidja megnd. Ezek egylittesen jelezhetik,
hogy melanoma sejtek jelenlétében EndMT-re jellemz6 valtozasok mennek végbe a HUVEC-

sejtekben.
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5. Kovetkeztetések

Munkank célkitiizéseit két f6 témakorben hataroztuk meg, ennek megfeleléen

kovetkeztetéseinket is ezek alapjan ismertetem:

A SCAI szerepe EMT-ben és vesefibrosisban

1. A SCAI fehérje gatolta a TGF-B1 kezelés okozta SMA-promoteraktivaciot LLCPKI
sejteken. A SCAI-t tartosan expresszald sejtekben a TGF- B1 okozta SMA, calponin és CTGF
fehérjeexpresszio-novekedés kisebb volt a kontroll sejtekhez képest, a TGF-f1 okozta E-
cadherin fehérjeexpresszid-csokkenés pedig mérsékeltebb volt a kontrollsejtekhez képest. A
SCAI tehat tobb TGF-B1 kozvetitett hatast is gatol epithelsejteken (1. 4bra).
LLC-PK1 sejteken SMA-promoter-transzfekciot kovetd angiotensin-II kezelés SMA-
promoterexpresszio-ndvekesést hozott 1étre, ezt a hatast a candesartan gatolta. A domindns
negativ MyoC-kotranszfekcié vagy az MRTF-specifikus gatloszer CCG1423-eldkezelés
csokkentette az SMA-promoterakvitias-novekedést. A SCAI kotranszfekcidja szintén
csokkentette az SMA-promoteraktivitds-novekedést. Az MRTF az angiotensin II fiiggé SMA-
promoteraktivitast is kozvetiti, mely hatast a SCAI gatolja.

2. A SCAI-t tartéosan expresszalo sejtekben az SMA és az MRTF-A, illetve MRTF-B
kotranszfekcioja soran az MRTF-ek SMA-ra gyakorolt promoteraktivald hatasa csokkent volt.
A kis GTPaz-molekulak (Rho, Rac, Cdc42) mindegyike SMA-promoteraktivitas-novekedést
hoz létre, ezt a hatast a SCAI jelenléte csokkentette. Egy 152 bazispar hosszlisagu, csak két
CarG- és a TCE-elemet tartalmazd SMA-promoter és a SCAI kotranszfekcioja esetén a TGF-
B1-kezelés, az MRTF-A vagy MRTF-B kotranszfekcio csokkent mértéki SMA-
promoteraktivitas-ndvekedést okozott, igazolvan, hogy ezt a hatast a SCAI CArG

specifikusan gatolja. A SCAI az SMA-promotert az MRTF kofaktoraként szabalyozza.

3. LLC-PK1 sejtek haromnapos TGF-f1 kezelése esetén a SCAI-fehérjeexpresszioja
csokkent, C57BL/6 egereken végzett UUO kisérlet sordn az obstrudlt vesékben a SCAI-
fehérjeexpresszidja csokkent, az SMA-fehérjeexpresszio nétt. LBNF1-LEW patkanyokban

végzett allograft-rejekcids modelljében az allograftokban a donorok ép veséjéhez képest az
SMA-fehérjeexpresszid a transzplantaciot kovetd 4. és 7. nap utan fokozatosan ndtt, mig a

SCAIl-fehérjeexpresszié meredeken csokkent.
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4. HUVEC-sejtek EndMT modelljében, a tumorsejtvonallal aktivélt-kondicionalt médium
hatasara a SCAI mRNS expresszidé csokkent a kontrollhoz hasonlitva. Fibroblastok iPS-
reprogramalasakor a Nanog, E-cadherin és SCAl-expresszid megnétt. Mindezek alapjan a
SCAIl-expresszid inkabb az endothel és epithel fenotipusra jellemzd, mesenchymalis jellegii

sejtekben expresszidja csokken.

TGF-31 és sérilés

Felbomlott  Korai RhoA Rac1 Cdc42
E-cadherin/  gmad 2/3
B-catenin  aktivacio ¢ ~ ¢
komplex

ROCK PAK

MLC p38
R-catenin ~_| SN y'd

-akti
R-catenin G aktin
l ¢ | F-aktin
> 4

Késéi
Smad3 —*— MRTF H——TAZ
gatlas *
F%— SCAI
\
Mesenchymalis SRF
génexpresszio *
Snail1 MMP9 R,-integrin
Snail2 PAI-1 COL1a2
TWIST1 Vimentin CTGF
Fibronectin SMA

1. abra A SCALI fehérje szerepe az EMT folyamataban.
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Az EndMT és a metastasisképzodés kapcsolata

1. Primer patkany agyi endothelsejtekben TGF-B1-hatasra a claudin-5, occludin, VE-cadherin
fehérjeexpresszio  csokkent, a Bl-integrin, N-cadherin-expresszid nétt. Gatloszeres
kisérletekkel igazoltuk, hogy a hatas TGF-B-receptorhoz és ROCK-hoz kotott.

2. A TGF-B-kezeléshez hasonloan RBE sejteken melanomasejtek aktivalt-kondicionalt
médiuma csokkentette a claudin-5 expressziot, €s novelte a fibronectin és SMA-expressziot.
A pSmad-2,3- expresszi6 a kontrollhoz képest nétt, alatimasztva, hogy a hatas TGF-f altal
kozvetitett az endothelsejtekben. A hdaktivalas nélkiili kondicionalt médiumok nem hoztak
1étre a TGF-PB kezelésre jellemzO hatasokat. Gatloszeres kisérletekkel szintén alatamaszthato
volt a TGF-B1-utvonal szerepe az ACM okozta claudin-5, fibronectin, SMA expresszid
valtozasban.

Tobbféle tumorsejt (melanoma, emldtumor) aktivalt-kondicionalt médiumaval is
vizsgalatokat végeztiink, melyek ACM-e SMA-expresszidt hoztak létre RBE sejtekben, és
VE-cadherin downregulatiot okoztak, mely hatdsokat a TGF-B1 specifikus gatldszere
szignifikansan csokkentette. Ezek alapjan megallapithatd, hogy tobbféle daganatsejt aktivalt-
kondicionalt médiuma is TGF-B-szignalizacio Gtjan okozott EndMT jellegli valtozast RBE-
sejteken.

Az RBE sejtek mellett egyéb endothelsejten (HUVEC) is vizsgaltuk a tumoros sejtek ACM-
jének hatasat, ami novelte az SMA-fehérjeexpresziot, s amely hatast a TGF-B1-specifikus
gatloszer ebben az esetben is szignifikansan csdkkentette. Génexpresszids adatbazisban
vizsgalva a HUVEC-sejtek és 1205Lu humén metasztatikus melanomasejtek ko-kultaraja

EndMT-re jellemz6 valtozasokat hozott 1étre a HUVEC-sejteken.
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