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Epithelialis-mesenchymalis atalakulas

Az elmult évek jelentds felfedezése, hogy az egyedfejlédésben és a tumorbioldgiaban
is fontos szerepet jatsz6 EMT feltehetden a progressziv vesefibrozis patomechanizmusanak
egyik kozponti eleme. E folyamat soran elészor a vese tubulus sejtek egymas kozotti
kapcsolatai (adherens junctio, tight junction) fellazulnak, illetve megsziinnek, s megvaltozik
a sejtek alakja, motilitdsa. E folyamat egyik fontos Iépése a citoszkeleton atrendezddése, s
mesenchymalis markerek, tobbek kozott az alpha-simaizom sejt aktin (SMA) fokozott
termelddése. Az itt ismertetett kisérletekben a transforming growth factor-beta (TGF)
hatasara bekovetkezd epithelialis-mesenchymalis transzformécio (EMT), illetve a vese
tubulus sejtekben e folyamat soran megjelend6 SMA expresszid szabalyozasaban szerepet
jatszo jelatviteli rendszerek, a Smad fehérjék, a mitogén aktivalta protein kinazok (MAPK;
p38 MAPK ¢és az Extracellularis Szignal Regulalta Kindz - ERK) és a p21 GTP-4z csalad
tagjai, nevezetesen a p21 RhoA, Racl ¢s a CDC42 szerepét vizsgaltuk.

E kérdések megvalaszoldsdra sokoldali moddszertani megkdzelitést alkalmaztunk.
Kisérleteink talnyomo tobbségét sertés proximalis tubulus sejteken (LLC-PK/AT1) végeztiik.
A jelatviteli folyamatok vizsgélatit tranziens transzfekcids kisérletekben kezdtiik meg,
melyekben promoter-riporter konstruktot és a kiilonb6zd jelatviteli folyamatokat befolyasold
plazmidokat juttattunk a sejtekbe. Mas kisérletekben specifikus gatloszerekkel kezeltiik a
sejteket, s a jelatviteli molekuldk aktivalodasat foszfo-specifikus antitestekkel végzett
Western blottal mértiikk. Megint més kisérletekben rekombinans adenovirusokat hasznaltunk
a jelatviteli folyamatok befolyasolasara. A p21 GTP-4z csalad tagjainak aktivalodasat
,overlay assay” segitségével mértiik. A sejtkapcsolatok szerepét a sejtréteg konfluencia

szintjének megvalasztasaval, az epithel réteg sebzésével vagy az extracellularis kalcium



megvondsaval tanulmanyoztuk. A kiilonbozd kezelések hatisait a megfeleld sejtalkotod
fehérjék Western blottal torténd kimutatasaval vagy a kiilonb6z6 proteinek és a citoszkeleton

egyes alkotorészeinek immunfestésével kovettiik.

Az ERK és a p38 MAPK szerepének vizsgalata

Kimutattuk, hogy sertés proximalis tubulus sejtekben TGF hatdsdra mind az ERK,
mind a p38 MAP kindz aktivalodik. Ez az aktivalodas igen érdekes, kétfazisu kinetikat
mutatott: a 30-60 percen beliil megjelend, viszonylag gyors aktivaciot egy 8-12 6ra utan
kovetkezd lasst indukalddas kovette. Mind az ERK, mind a p38 MAPK farmakolégiai
gatldsa gatolta a SMA promoter aktivalodasat és a SMA fehérje termelddését is. A p38
MAPK aktivalodasat kivédd rekombinadns dominéns negativ (DN) MKK3/6 adenovirusok
alkalmazasa tovabbi bizonyitékkal szolgalt, hogy a p38 kaszkad fontos szerepet jatszik a
SMA expresszio EMT soran bekdvetkez6 indukéalasanak szabalyozasaban.

RT PCR segitségével azt talaltuk, hogy sejtjeinkben a p38-beta és a delta izo-enzim
expresszalodik. A tubulus sejtek DN p38-beta adenovirussal valé megfertdzése kivédte a
SMA TGEF altal kivaltott termelddését, s ez megerdsitette, hogy a TGF hatdsaban ez az izo-

enzim szerepet jatszik.

A SMAD fehérjék szerepének vizsgalata

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a Smad2 és a Smad3 fehérje TGF hat4sara gyorsan
foszforilaloédott. Ez a hatas mindkét fehérje esetében igen gyors volt, a TGF kezelést kovetd
15 percen beliil megjelent. Erdekes modon a Smad2 fehérje aktivalodasa a MAPK kinazok
esetében latotthoz hasonldéan bifazisos mintdzatot kovetett, mig a Smad3 aktivalodas

atmeneti volt.

A Smad fehérjéknek a SMA expresszioban jatszott funkciondlis szerepét tranziens
transzfekcios kisérletekben ¢és a tubulus sejtek rekombinans adenovirusokkal torténd
fertézésével tisztaztuk. A Smad fehérjék gatlaisa DN Smad3 és a Smad fehérjéket gatld
Smad7 plazmidok ko-transzfekciojaval nagymértékben gatolta a TGF hatasara bekovetkezd
SMA prométer aktivalédast. Hasonloképpen, a Smad jelatvitel gatldisa DN Smad3 vagy
Smad7 fehérjét kifejezé rekombindns adenovirusokkal gatolta a SMA fehérje megjelenését,

illetve a simaizomsejt aktin fehérje beépiilését a citoszkeleton aktin-rostjaiba.

Az adherens junctio és a B-catenin fehérje szerepe




Egyes irodalmi adatok arra utalnak, hogy a a sejtkapcsolatok fenntartdsdban fontos
szerepet jatsz6 E-cadherin down-regulalasa a TGF altal kivaltott EMT egyik elso 1épése.
Feltételeztiik, hogy a TGF EMT-t indukal6 hatasaban kdzponti szerepe van a sejtkapcsolatok

valtozésainak vese proximalis tubulus sejtekben is.

Ezt a feltételezéslinket megerdsitette, s tovabbi kisérleteink alapjaul szolgalt az a
megfigyelésiink, hogy a TGF csak szubkonfluens tubulus sejt tenyészetben volt képes EMT-t
kivaltani, mig ilyen hatast a citokin teljesen konfluens tenyészetben nem valtott ki. Mindezek
alapjan azt feltételeztiik, hogy a sejtkapcsolatok karosodasa vagy hianya sziikséges a TGF
hatas kialakulasahoz. E hipotézist harom modell alkalmazasaval teszteltiik: megvizsgaltuk a
TGF hatasara szubkonfluens kulturdban létrejové folyamatokat; konfluens kulturdban
mechanikus sebzéssel szabad sejtszéleket hoztunk létre; Ca megvonassal megbontottuk az
epithel sejtek kozotti adherens junctiokat kialakitdo E-cadherin molekuldk kozotti kapcsolatot.
A TGF hatasat a sejtek fibronectin termeld képességének, a SMA promoter aktivalodasanak

illetve a SMA fehérje mennyiségének kovetésével monitoroztuk.

Azt talaltuk, hogy mig a TGF konfluens sejtrétegben nem idézett el6 EMT-t,
mindhdrom emlitett modell visszaallitotta a TGF EMT-t indukalo hatasat. A konfluens
sejtréteg mechanikus sebzésekor azt talaltuk, hogy az EMT-re jellemzd fenti sejtvalaszok
csak a szabad sejtszéleken jottek létre, a mélyebb sejtrétegekben, ahol a sejtkapcsolatok
intaktak maradtak, mar nem. Masfeldl az EMT fenti részjelenségei teljes aktivitdsukban
megfigyelhetok voltak a konfluens sejtekben Ca megvonast kdvetden, amikor is az E-

cadherin molekuldk koz6tti kapesolatok megsziinnek.

A fent leirt jelenségeket szabalyoz6 molekularis mechanizmusok elemzése soran azt
talaltuk, hogy a sejtkapcsolatok barmely modszerrel torténd megsziintetésekor az adherens
junctiokbol felszabadult a beta-catenin nevli fehérje, amely a sejtkapcsolatokban jatszott
strukturalis szerepe mellett transzkripcios ko-aktivatorként is funkcional. Kimutattuk, hogy a
TGF hatéasara bekovetkezd SMA promoter aktivalodas és SMA fehérje termelddés részben
beta-catenin dependens folyamat. Azt is kimutattuk, hogy a TGF specifikusan

megakadalyozza a sejtkapcsolatokbol felszabadul6 beta-catenin degradalodasat.

Mindezen eredmények alapjan egy olyan modellt feltételezlink, ahol az EMT
kialakuldsdhoz mind egy kezdeti epithel sejt sériilés, mind az ezt kovetdé TGF hatés

sziikséges.



A citoszkeleton és a sejtek motilitdsi appardtusanak szerepe az EMT szabalyozasaban

Kisérleteink tovabbi fokuszpontja az aktin-citoszkeleton és a sejtek motilitasi
apparatusa, valamint a transforming growth factor-beta (TGF) indukalta epithelialis-
mesenchymalis transzformaciot (EMT) szabalyozo jelatviteli folyamatok kozotti kapcsolat
volt. A myosin konnyti lanc (myosin light chain — MLC) myosin kénnyt lanc kinaz (myosin
light chain kinase - MLCK)-dependens foszforilacidja szdmos intracellularis folyamat
modulatora. Kimutattuk, hogy proximalis tubulus sejtekben TGF hatasara intenziv MLC
foszforilacio kovetkezik be. A sejtek inkubalasa a MLCK-t gatlo M7-tel kivédte a TGF
hatasara bekovetkez0 SMA szintézist. Tranziens transzfekcios kisérletekben a MLC nem-
foszforilalhatd mutansanak ko-transzfekcidja nagymértékben gatolta a TGF hatdséara
bekovetkezd SMA prométer aktivalodast. Mindezen adatok alapjan feltételezhetd, hogy a
MLC foszforilacigja fontos lancszem a TGF hatdsara bekovetkezd citoszkeleton

atrendezddés €s géntranszkripcios valtozasok kozott.

Tovabbi kisérletekben kimutattuk, hogy az adherens junctiok szétkapcsolasa az
extracellularis Ca deplécioja révén aktivalta a p21 Rho GTP-azt, valamint e GTP-4z
effektorat, a Rho kindzt (ROK). Eredményeink szerint a ROK aktivalédas a myosin kdnnyt
lanc (myosin light chain — MLC) foszforilalodasat eredményezte. Egyidejlileg azt talaltuk,
hogy a SMA aktivalasa ROK dependens volt.

A fenti hatds kozvetitésében szerepet jatszd mechanizmusok tisztazésa érdekében
megvizsgaltuk, hogy a SMA expresszio indukaladsaért legalabbis részben felelds
transzkripcids faktorok, a serum response factor (SRF) és a myocardin-related transcription
factor (MRTF) részt vesznek-e a sejtkapcsold struktirdk dezintegracioja és a SMA
transzkripcid indukalasa kozotti kapcsolat 1étrehozasaban. A sejtkontaktusok karosodasa
jelentds mértékben fokozta a SRF nuklearis lokalizacidjat, s az MRTF sejtmagba torténd
transzlokaciojat idézte el6. Az SRF és az MRTF nuklearis transzlokacioja Rho dependensnek
bizonyult. A MLC foszforilacidjanak gatlasa dominans gatl6 MLC mutans transzfekciojaval
szintén csokkentette a két transzkripcios faktor nuklearis redisztribuciojat.

Megvizsgaltuk azt is, hogy az MRTF szerepet jatszik-e a TGF altal indukalt EMT
folyamataban. Szub-konfluens sejtekben, ahol a sejtkapcsolatok csak részben alakultak ki, a
sejtek TGF-fel torténd kezelése az MRTF jelent6s mértékii, d&tmeneti transzlokéaciojat idézte

el6. Hasonld hatast lattunk az altalunk korabban beallitott sebzési modellben, ahol a



konfluens epithel sejtrétegben mechanikus sebzést hoztunk 1étre. E modellben a sebszéleken
elhelyezked6 sejtekben, azaz amelyekben a sejtkpcsold struktirdk részlegesen
dezintegralodtak, az MRTF a TGF hatasara a sejtmagba transzlokalodott. Erdekes modon
hasonlo hatést konfluens sejtrétegben nem tapasztaltunk. Eredményeink arra utalnak, hogy az
MRTF rendszer részt vesz a TGF altal kontakt dependens modon indukéalt SMA expresszid

fokozddasban.

A p21 GTP-4z csalad tagjainak szerepe az EMT szabalyozasaban

A korabban leirt kisérletek soran elsdésorban a RhoA szerepére koncentraltunk,
ugyanakkor azt is megfigyeltiik, hogy a RhoA mellett a p21 GTP-az csaldd egyéb tagjai,
nevezetesen a p21 Racl és a CDC42 szintén hozzajarulnak a vese tubulus sejtekben zajld

EMT szabalyozasahoz.

A sejtkapcsolo struktirak Ca2+ révén létrehozott szétkapcsolasa ugyanis mind a
Racl-et, mind a Cdc42-t aktivalja. Azt is megfigyeltiik, hogy ezzel parhuzamosan ezen GTP-
azok egyik lehetséges effektora, a PAK (p21-activated protein kinase) foszforilalodik, azaz
aktivalodik. E molekuldk lehetséges szerepét megerdsitették azok a kisérleteink, amelyekben
a Racl, Cdc42 vagy a PAK konstitutive aktiv mutdnsanak az overexpresszidja a MLC
transzkripcids aktivitdsanak jelentds fokozodasat idézte eld. Masfeldl a dominans géatlé (DN)
-Racl, DN-Cdc42 vagy DN-PAKI expresszidja a tubulus sejtekben szignifikdns mértékben
gatolta a sejtkapcsolok karosodasa altal kivaltott MRTF transzlokaciot és SMA promoter
aktivalodast. Ezen adatok egyilittesen arra utalnak, hogy a Rho GTP-az csalad tébb tagja is
hozzajarul a sejtkapcsold struktirdk kéarosodasa altal kivaltott EMT szabalyozasahoz,
feltehetden részben az MRTF transzkripcids kofaktor aktin/phosphomyosin-dependens

nuklearis transzlokécioja révén.

Szdmos malignusan transzformalddott sejtben kimutattak, hogy az EMT kivaltasaban,
illetve szabalyozasaban szerepet jatszik a p21 Ras, a p21 Ras GTP-az ,,szupercsalad” masik
tagja is. Ezért a kovetkezd kisérletekben azt ellendriztiik, hogy e fehérje szerepet jatszik-e a
vese tubulus sejtekben a sejtkapcsolatok megsziinését kovetden megfigyelhetd
valtozasokban. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a Rho GTP-4zok szerepével ellentétben a
Ras fehérje overexpresszidja gatolta a Ca®" megvonas altal kivaltott SMA prométer

aktivalodast, mig a DN-Ras mutans erésen fokozta a promoter transzkripcios aktivitasat.



Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy a Rho illetve a Ras GTP-4zok az SMA transzkripcid

sejt-kontakt dependens szabalyozasaban ellentétes szerepet jatszanak.

A renin-angiotensin rendszer (RAS) szerepe a vesefibrozis progresszidjaban

A plasminogén aktivator inhibitor prométerének szabalyozasa tubulus sejtekben

Az elmult években a sejtkapcsolatok és a kiilonboz6é humoralis faktorok mellett
szamos tanulmanyban vizsgaltak a sejt-matrix kapcsolatok jelentdségét az EMT kivaltasdban
¢és szabalyozasdban. Tobb munkacsoport kimutatta, hogy az Extracellularis Matrix (ECM)
Osszetételének megvaltozasa s a sejt-matrix kapcsolatokban bekdvetkezd valtozasok szintén
hozzajarulnak az EMT kivaltasahoz vese tubulus sejtekben. Az ECM metabolizmusanak
egyik kozponti szabalyozoja a Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1), s e molekula igen
fontos szerepet jatszik a szdveti fibrozis, igy vesefibrozis patogenezisében. Mindezek miatt
megvizsgaltuk, hogy mely jelatviteli rendszerek jarulnak hozza a PAI-1 promoter
transzkripcids aktivitdsanak fokozasahoz vese tubulus sejtekben. Kimutattuk, hogy az
angiotenzin II (Angll) AT1 receptorat stabilan expresszald tubulus sejtekben az Angll
dozisfiiggd modon fokozta a promoter aktivitast, mig a mas rendszerekben hasonld hatast
angiotenzin IV nem befolyéasolta a PAI-1 promotert. Az Angll ezen hatdsat sem az ERK
kaszkad, sem a c-Jun-N-terminal Kinase (JNK) rendszer gatlasaval nem tudtuk kivédeni. A
tirozin kindzokat specifikusan atlo genistein ugyanakkor nagymértékben csokkentette az
Angll hatasara létrejovo promoter aktivalodast. Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy
a tubulus sejtek géntranszkripcios folyamatainak szabalyozasaban a tirozin kindzok is fontos

szerepet jatszanak.

Egv koros pozitiv feed-back kor lehetOsége a RAS szabalyozasaban

Egy tovabbi vizsgalatsorozatban a szdveti fibrozis progresszidjaban potencidlisan
fontos szerepet jatszo lokdlis renin-angiotenzin rendszerek szabalyozasanak molekularis
részleteit vizsgaltuk. Ezen kisérleteinkben kimutattuk, hogy a renin transzkripcids
szabalyozasanak egyik eleme, a proximalis renin promdter proximalis tubulus sejtekben
Angll hatisara paradox moédon aktivalodik. E paradox hatas molekularis mechanizmusat
vizsgalva azt talaltuk, hogy az Angll ezen hatasat részben a JNK kozvetiti, mig az Angll altal

szintén aktivalt ERK nem vesz részt a proximalis renin promoter transzkripcids aktivitdsanak



fokozasaban. Az Angll renin promoterre kifejtett hatdsa fiiggetlen volt a protein kindz C
rendszertdl is, ugyanakkor a tirozin kindzok gatlasa részlegesen kivédte az Angll hatasat.
Kisérleteinkben azt is igazoltuk, hogy a tirozin kindzok ¢és a JNK feltehetéen hierarchikus
rendszerbe szervezddnek e hatas kozvetitéséhez, s e rendszerben a tirozin kindzok (maés
rendszerekhez hasonldan) ,,upstream” helyezkednek el a JNK-hoz képest. Eredményeink
alapjan felvetettiik, hogy bizonyos esetekben az Angll renin transzkripciora kifejtett negativ
feed-back hatasaért elsésorban felelds, a transzkripcids starthelytl tavoli modulator
szekvenciak gatlas ala keriilhetnek, s ilyen esetekben az Angll a proximalis promoéteren hatva
paradox modon fokozott renin transzkripcidt indukalhat, mely egy koros pozitiv feed-back

szabalyozas molekularis alapjat képezheti.

A Discoidin Domain Receptorok tanulmanyozasa vese tubulus sejtekben

A DDRI és a DDR2 receptorok a tirozin kindz receptorok csaladjéba tartoznak, s
specifikus ligandjuk a fibrillaris kollagén. A kollagén altal stimulalt DDR receptorok szerepet
jatszhatnak a progressziv vesefibrozis patomechanizmusaban. Kisérleteinkben elészor azt
akartuk tisztazni, hogy kimutathatok-e a discoidin domain receptorok (DDR) vese tubulus
sejtekben, illetve azt, hogy milyen stimulusokra reagalnak. Vizsgaltuk tovabba a DDR ¢és a

TGF kozotti lehetséges kapcsolatot is.

Az éltalunk hasznalt sertés proximalis tubulus sejtekben a DDRI receptorok
jelenléte kimutathaté volt, mig a DDR2 receptorok jelenlétét nem tudtuk igazolni. Ezt
kovetden a tubulus sejteket TGF-fel I. tipusti kollagénnel, gelatinnal vagy hdinaktivalt
kollagénnel kezeltiik. A DDR receptorokat immunprecipitaltuk, majd a receptor fehérjék
tirozin foszforilaltsagat Western blot segitségével elemeztik. A DDRI1 receptorok tirozin
foszforilaltsagat az 1. tipusi kollagén fokozta, mig gelatin vagy hd-inaktivalt kollagén nem
befolyasolta. A receptor tirozin foszforilacié igen lassi kinetikat mutatott: fokozott
foszforilacio legkorabban 4 6ras inkubécio utan volt kimutathato, s a maximalis foszforilacid
24 6ra multan volt lathatd. A sejtek tartés TGF kezelése mellett a DDR1 receptor fehérje

mennyisége csokkent.

Eredményeink alapjan felmeriil annak a lehetésége, hogy a DDR1 szerepet jatszhat

a progressziv vesefibrozis kialakulasaban.



