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I.Bevezetés

I.1. Sejtplaszticitas, az epithelialis mesenchymalis transitio es az endothelialis
mesenchymalis transitio folyamata

A szomatikus sejtek érett fenotipusanak valtozasat sejtplaszticitasnak nevezziik (Zeisberg

¢és mtsai 2009). Ennek soran a sejtek olyan atalakulasokon mennek keresztiil, amik

e ey
.....
.....

.....

A sejtplaszticitas célja, hogy a kiilonb6z6 karos hatasok ellenére fenntartsak a szervezet
homeosztazisat, azonban a nem megfeleld6 modon zajlé folyamatok a sejtek malignus
atalakuldsat, valamint alkalmazkodasat is segithetik. A tumorsejteket nemcsak sajat
szabalyozd mechanizmusaik, hanem az 6ket koriilvevd citokinek is alakitjak, a tumor
Ossejtek és kornyezetiik kozott az egymasra hatas kolcsonos (Plaks és mtsai 2015).

A béltraktusban kétféle dssejtpopuléciot irtak le, melyek koziil az egyik csoport felelds a
differencialt sejtek létrehozasaért, mig a nyugvo populéacid sériilés esetén aktivalodik, és
atalakulhat az el6bbi tipusba (Tian és mtsai 2011, Beumer és mtsai 2016).

A bor regeneraciés mechanizmusaiban a késobbiekben részletesen targyalt epithelialis
mesenchymalis transitio mellett az dssejteknek szintén fontos szerepe van. Egészséges
allapotban a kiilonboz6 Ossejttipusok meghatarozott bor-kompartmentek létrehozasaért
felelnek (Blanpain és mtsai 2014, Donati és mtsai 2015), sériilés esetén azonban eredettol
fliggetleniil a sériilt rész sejtjeit kezdik el potolni (Ito és mtsai 2005, Ito és mtsai 2007,
Page és mtsai 2013). Ezekben az esetekben a mar differencialt sejtek is képesek voltak
dedifferencialodni az elpusztult éssejtallomany potlasara. Ugyanilyen mechanizmusokat
mas szervrendszerekben is megfigyeltek. A bél kiilonb6z6 progenitor sejtjei sériilés
hatasara 6ssejt allapotba kertiltek (van Es és mtsai 2012, Buczacki és mtsai 2013, Tetteh
és mtsai 2016), egértracheaban a szekretoros Clara-sejtek az dssejtpopulacid pusztulasat
kovetéen mind megjelenésiikben, mind funkciéjukban a basalis Ossejtekhez valtak
hasonléva (Tata és mtsai 2013).

A dedifferencialodas szamos esetben nem sziikséges Uj funkciok megjelenéséhez, a
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majsejtek regeneraciojuk soran (1j majsejteket hoztak 1étre (Schaub és mtsai 2014, Yanger
¢és mtsai 2014). A hepatocytak raadasul egyes hatasokra epeuti epithel sejtekké alakultak
(Fan és mtsai 2012, Yanger és mtsai 2013). A hasnyalmirigyen a korabbiakban a
regenerativ folyamatokban az dssejtek szerepét feltételezték, a kozelmultban azonban
karosodast kovetden az acinus sejtek fenotipusanak valtozasat irtdk le. A sejtek

acinusokra és ductalis sejtekre jellemz6 markereket is termeltek (Kopp és mtsai 2016).

Az epithelialis ¢s mesenchymalis sejtek fenotipusa kiillonb6z6 esetekben (pl. embrionalis
fejlodés) megvaltozhat, a két allapot egymasba atalakulhat, ezt a jelenséget epithelialis-
mesenchymalis transitionak (EMT), illetve mesenchymalis-epithelialis transitionak
(MET) nevezziik. Ezeket a folyamatokat els6ként Elizabeth Hay irta le 6tven évvel ezel6tt
(Hay 1968), az akkoriban hasznalt ,transformatio” elnevezést a folyamat pontosabb
jellemzéseként késébb a ,,transitio” kifejezés valtotta fel.

Az epithelialis-mesenchymalis transitio fiziologiasan az embrionalis fejlédésben,
sebgyogyulasban, patologias esetben a metastasisképzésben, és fibrotikus folyamatokban

jelenik meg.

Az EMT az embriondlis fejlodés soran tobb ponton is kulcsfontossagi, mar az
implantaci6 (Pijnenborg és mtsai 1980), majd a gastrulatio soran is; igy alakulnak ki az
endodermalis és mesodermalis sejtek. Ezek a késobbi differencidlodés sordn tovabbi
EMT-n, illetve MET-en esnek at (Perez-Pomares és mtsai 2002). A vel6sanc is EMT
segitségével alakul ki, ennek megfeleléen az EMT-t szabadlyozé gének defektusa esetén
stlyos fejlodési rendellenességek (pl. végtag deformitasok) johetnek 1étre (Acloque és
mtsai 2009). Az organogenesisben EMT-t a szivfejlodés soran irtak le, igy az
epicardiumbdl un. epicardium-derived cells (EPDCs) létrejottét, melyek kiilonb6zo
fajokban eltér6 mértékben jarulhatnak hozza a coronaridk, vascularis pericytak

kialakulasahoz (Dettman és mtsai 1998).

A sebgyogyulas soran a sz¢li sejtek a sebzeés helye felé vandorolnak. Az epithelialis sejtek
immobilitasuk miatt nem tudjak bevonni a sebfelszint, igy fenotipikus valtozason kell
keresztiilmenniiik, hogy helyreallithassak a szoveti integritasat. A folyamatban a basalis
¢és suprabasalis sejtek is részt vesznek (Shaw és mtsai 2016), egér- keratinocytakban a

folyamat az EGFR-Erk5 (Epidermal growth factor receptor - Extracellular-signal-



DOI:10.14753/SE.2019.2266

regulated kinase 5) kaszkadon keresztiil, a Slug-promoter aktivitasanak szabalyozasaval

megy végbe (Arnoux és mtsai 2008).

A tumoros megbetegedések egy részét az epithel eredetii carcinomak jelentik. Ilyenkor
az ép, differencialodott epithelsejtek tumoros atalakulason mennek keresztiil, EMT-vel
invaziv, malignus fenotipust vehetnek fel (Thiery és mtsai 2006). A heterogenitas,
genetikai instabilitds miatt a kulcsfontossagit EMT-markereken (lasd késobb) kiviil a
tumorsejtek az EMT-markerek valtozatos jelenlétét mutatjak (De Craene és mtsai 2013).
Az EMT-nek szerepe Ilehet a tumorok invazivitasdban, az érfalba torésben,
metastasisképzésben is. Szamos tumortipusban aktivalodhat az EMT-program, de ritkdn
van sziikség a transitio teljes folyamatara, a parcidlis EMT segitségével is novekszik a
tumorsejtek motilitasa és invazivitasa. Vastagbél carcinomas mintak vizsgalatakor a
centralis tumor teriiletére jellemzd epithel novekedési mintdzat a tumorfronton nem volt
megfigyelhetd, kevésbé differencialt, E-cadherint nem expresszald mintazatot mutatott
(Brabletz és mtsai 2001). A motilitas novekedésén kiviil az EMT asszocialt transzkripcios
faktorok (igy pl. a Snail TWIST, ZEB) nédvelik a proinflammatikus, immunszuppressziv
citokinek kifejez0dését. A metasztazisok Iétrejottéhez a tumoros sejteknek
alkalmazkodniuk kell a helyi mikrokornyezethez, igy a sejtek fenotipusa folyamatos
valtozast mutathat (Brabletz mtsai 2001). Neheziti az EMT szerepének megértését az
egyes tumorokban, hogy a kiilonb6z0 transzkripcids faktorok - tumortipustdl fiiggden -
mas-més hatassal birhatnak. Igy pl. a Snail emlStumoros modellben hozzijarult a
metastasisképzéshez (Tran és mtsai 2014), mig pancreas carcinomaban a ZEB1-gyel
ellentétben (Krebs és mtsai 2017) nem befolyasolta azt (Zheng és mtsai 2015). Erdekes
moédon ugyanazon tumor esetében is el6fordul, hogy ugyanannak a transzkripcios
csaladnak a tagjai eltéréen hatnak annak terjedésére, igy pl. a ZEB1 csokkentette, a ZEB2
pedig novelte a melanoma agresszivitasat (Caramel és mtsai 2013, Denecker és mtsai
2014). A tumorok ,,EMT-statuszara” vonatkozoan létrehoztak egy pontrendszert, ami a
tumor eredete és génexpresszidos mintazat alapjan akar a progndzis megitélésében is
segitséget nyujthat (Tan és mtsai 2014). A keringé tumorsejteken (Circulating Tumor
Cells — CTC) epithelialis és mesenchymalis markerek (Yu és mtsai 2013, Khoo és mtsai
2015) is megtalalhatoak, ami valdszinisiti, hogy a tumoros terjedés soran ezekben a
sejtekben EMT-program aktivalodik. Eml6 epithelsejtekben ez olyan egyedi

génexpresszios mintazattal jart egyiitt, ami Ossejtekre volt jellemz6 (Schmidt és mtsai

10
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2015). Immortalizalt emberi emlé epithelsejtekben EMT indukcié hatasara
mesenchymalis, Ossejt markereket észleltek, az igy 1étrejovo sejtek nagyobb eséllyel
hoztak létre mammosphere-eket, ami szintén Ossejtekre jellemzé tulajdonsag (Mani és
mtsai 2008). Snaill hatasra a tumordssejtek mennyisége megndhet, az aszimmetrikus
osztodast (egy Ossejt — egy differencialt sejt) szimmetrikus osztodas (két Ossejt) valtja fel

(Hwang és mtsai 2014), ez mind primer mind metasztatikus kornyezetben megvalosulhat.

Az un. CAF (cancer—associated fibroblast) sejtek hozzajarulnak a tumoros sejtek
kornyezetének atalakitasahoz, melyek igy agresszivebben terjedhetnek. A tumorsejtek
termelte citokinek, igy pl. TGF-f hatasra (Calon és mtsai 2014) alakulhatnak ki nyugvo
fibroblastokbol, vagy egyéb, lokalis mesenchymalis sejtekbél (Polanska és mtsai 2013,
Kuzet és mtsai 2016). Az EMT-n kiviil az EndMT (Endothelialis-mesenchymalis
transitio) is részt vehet CAF- sejtek kialakitasaban (Zeisberg és mtsai 2007, Ostman és
mtsai 2009). Jellegiiket tekintve ezek a sejtek myofibroblastoknak felelnek meg, a-SMA-
t (a-Smooth muscle actin) expresszalnak (Sappino és mtsai 1988). Emlétumoros (Yu és
mtsai 2014) és holyagtumoros (Zhuang és mtsai 2015) modellben a CAF-sejtek TGF-p1
termelésiik révén maguk is eldsegitették a tumorsejtek EMT-jét. Ezenkiviil az 6ssejtekre
jellemz0 jelatviteli utvonalak aktivalasahoz, igy a Wnt, Notch, NF-kB, YAP/TAZ-hoz is
hozzajarulnak (Zanconato és mtsai 2016). A Snail-, ZEB-, Twist-expresszio
tumortipustol fiiggéen valtozhat a CAF-sejtekben, (Baulida 2017) és a tumorok

viselkedését alapvetden befolyasolhatja.

A fibrotikus folyamatok valamilyen karos hatas kovetkezményei, igy pl. gyulladasos
folyamatok, hypoxia, reaktiv oxigéngyokok, sériilések, metabolikus tényezok (Fan JM
2001, Oldfield és mtsai 2001, Manotham és mtsai 2004, Tanaka és mtsai 2004, Rhyu és
mtsai 2005). Az epithelsejtek a noxak hatasira EMT-n mehetnek keresztiil.
Munkacsoportunk a vesét érinté tubulointerstitialis fibrosist (TIF) részletesen vizsgalta,
ezért ez a téma kiilon fejezetben keriil kifejtésre. A majfibrosis sordn kialakulo
fibroblastok eredetérél az irodalomban megoszlanak az eredmények. Egyes szerzék
szerint TGF-B1 hatasra a hepatocytakbodl alakulnak ki fibroblastok (Zeisberg és mtsai
2007). Mas forrasok a majcsillagsejteket jelolik meg a myofibroblastok eredeteként
(Mederacke és mtsai 2013).

A tiid6fibrosis tobbféle modelljében, in vivo is igazoltak a myofibroblastok és az EMT

11
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jelenlétét (Kim és mtsai 2006, Larsson és mtsai 2008, Tanjore és mtsai 2009). Az
epithelsejtek mellett megfigyelték a mesothelialis sejtek TGF-f  kozvetitett
a Kriippel like factor 4 (KLF4) szerepét vizsgalta tidéfibrosisban. A KLF4 TGF-p1

utvonalon hatva gatolta az EMT-t, csokkentette a fibrosis stulyossagat (Lin és mtsai 2017).

Myocardialis sériilést kovetéen az epicardiumbdl szarmazo sejtek interstitialis
fibroblastok és koronaria simaizomsejtek létrehozéasaval eldsegithetik a sériilt szivizom

cres

részt vesz a szignalizacidban (Compton és mtsai 2006).

Az endothelsejtek az erek, nyirokerek belsd felszinét képezik. Az epithelsejtekhez
hasonloan jellemz6 rajuk az apicobasalis polaritas, valamint a szoros kapcsolodas
(adherens junctions, tight junctions). Az endothelsejtek transitioval szintén
mesenchymalis sejtekké alakulhatnak, EndMT ttjan. A jelenséget elséként a szivfejlédés
kialakulasaban irtak le (Markwald és mtsai 1975). Az EndMT — az EMT-hez hasonléan
—nem minden esetben jelent végleges atalakulast, a folyamatok reverzibilisek lehetnek,
ezt MEnT-nek (mesenchymal-to-endothelial-transition) nevezziik (Miettinen és mtsai
1994, Ubil és mtsai 2014).

Az EndMT soran végbemend valtozasok szoros hasonldsdgot mutatnak az epithelialis-
mesenchymalis transitioval, az események egy meghatarozott sorrendet kovetnek. Ezek
az endothelialis jellemzdk megsziinésével, mesenchymalis jellemzdk kialakuldsaval
jarnak (Medici és mtsai 2012). Tekintettel az Oket éré hatasokra, a homeostasis

fenntartasahoz az endothelsejtek plaszticitasa elengedhetetlen.

Az EndMT a szivfejlédés soran részt vesz az endocardialis parnak kialakitasaban. Ezek
két helyen is megfigyelhetéek, a kiaramlasi palya teriilete a késobbi semilunaris
billentytik prekurzora. Az atrioventricularis régid parndibol késébb az AV septum,
valamint a ventricularis septum membranosus része és a mitralis-, tricuspidalis billentytik

alakulnak ki (Eisenberg és mtsai 1995, Kisanuki és mtsai 2001, Combs és mtsai 2009).

12
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Patologias folyamatok soran is talalkozhatunk EndMT-vel. A kiilonb6z6 szervrendszerek
esetében a sejtmorfoldgia valtozasa, a megvaltozott szekrécid sokféle problémat okozhat,
ezek koziil példaul a népbetegségnek szamitd atherosclerosis kialakulasakor a plakkok
részben az endothelsejtekbdl szarmazhatnak. Egérmodellben a magas zsirtartalmua diéta

EndMT-t hozott 1étre az aorta endothelsejtjeiben (Chen és mtsai 2015).

Az EndMT jelenlétét cardialis fibrosisban is kimutattak, egérmodellekben a BMP-7
(Bone morphogenic protein 7) szisztémas adasa keringésterheléses modellekben és
kronikus allograft rejekci6 esetén gatolta az EndMT-t (Zeisberg és mtsai 2007). Erdekes
moédon az  ischaemids karosodds a fibroblastokban endothelhez hasonld

fenotipusvaltozast hozott 1étre (Ubil mtsai 2014).

A corneaepithel-sejtek (CEC) EndMT-je in vivo patkanymodellben sériilést kovetden
TGF-pB hatas mellett ment végbe (Sumioka és mtsai 2008). A TGFpB-1 hatasara human
CEC sejtekben is kimutattak EndMT jelenlétét, ennek gatlasa mellett a sejtek nagyobb
aranyban mutattak endothel jelleget (Okumura és mtsai 2013). Az in vitro tenyésztett
CEC-sejtek tenyésztése, transzplantalasa a klinikusok szamara is nagy fontossaggal birhat

a cornea endothel diszfunkcioval jar6 betegségeiben.

Egérmodellben vizsgalva pulmonaris epithelsejtek bleomycin indukalta fibrosis hatasara
EndMT-n mentek keresztiil (Hashimoto és mtsai 2010), sugarkezelés okozta
tiidofibrosisban a vascularis sejtek EndMT-jét (és az alveolaris epithelsejtek EMT-jét)
figyelték meg (Choi és mtsai 2015).

Az autoimmun betegségek koziil az EndMT a szisztémas szkler6zis fibrogenesiséhez,
vaszkularis remodellingjéhez jarul hozza (Chrobak ¢és mtsai 2013, Cipriani és mtsai
2015), gyulladasos bélbetegségben az intestinalis endothelsejtek EndMT-jét irtak le
(Rieder és mtsai 2011).

Tumoros megbetegedésekben az EndMT — egérmodellben — a CAF (cancer-associated
fibroblast) -sejtek kozel 40%-anak kialakulasaért felelt (Zeisberg mtsai 2007). Kaposi
sarcomas laesiokban KSHV-fertézott (Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus)
endothelsejtek Notch-on keresztiili EndMT-re jellemz6é markereket mutattak (Gasperini
¢és mtsai 2012).
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A CCM (cerebral cavernous malformation) egy ritka érrendszeri betegség, ami a retina
és a kozponti idegrendszer vénas kisérhalozatanak érintettségével jar. A betegség
autoszomalis dominans tipusdban harom gén ,,loss of function” mutacioja fordulhat el6
(Draheim és mtsai 2014). Ragcsalomodellben a Ccml és a Cecm3 knockout allatokban
CCM jott 1étre, a cavernomak EndMT-re jellemzé markereket mutattak (Maddaluno és

mtsai 2013, Bravi és mtsai 2015).

Vesefibrosis soran a fibrotikus vesében taldlhatdo fibroblastok egy részét is

endothelsejtekbdl szarmazonak irtak le (Zeisberg és mtsai 2008, LeBleu és mtsai 2013).

Fejlodéstanilag az epithelsejtek az endoderméabdl szdrmaznak, mig az endothelsejtek

mesoderma eredetiick. Az EMT és EndMT folyamata azonban sok hasonldésagot mutat.

Az EndMT ¢és az EMT lépései is — fizioldgias és patologids folyamatok soran is
ugyanolyan — finoman hangoltak. A folyamatot szamos valtozas indukalhatja, igy pl.
novekedési faktorok, hypoxia, gyulladdsos kaszkadok. A legfontosabb, EMT-t
befolyasolod tényezd a novekedési faktorok TGF-B csaladja, melyrdl a késdbbiekben lesz
részletesen sz6. Bar az EndMT-t jellemz6 szignalizacios utvonalak kevésbé ismertek, a

TGF-B sejtkulturas modellben EndMT-t indukal6 hatasu volt (Zeisberg mtsai 2007).

Az EMT fenotipus-véltozassal jar6 folyamat, az epithelialis tulajdonsdgokat
mesenchymalis fenotipus valtja fel. Az epithelsejtekre jellemz0 az apicobasalis polaritas,
szerepiiket tekintve hatarréteg-alkotd sejtek, permeabilitasuk korlatozott, szoros
sejtkapcsolo strukturak kotik ossze Oket (tight junctions, adherent junctions, gap
junctions, dezmoszomak). llyenek pl. az E-cadherin molekuldk, melyek
immunhisztokémiai vizsgalatokban az epithelsejtek azonositasara hasznalatosak.
Dinamikajat tekintve az EMT soran az epithel jelleg csokkenését kovetden aktivalodik a
mesenchymalis-fibrotikus, majd végiil a myogen program (Masszi és mtsai 2011). A
transitio sordn létrejovo fibroblastok sejtszerkezete, szerepe ettdl nagymértékben eltér.
Nagy mennyiségli ECM-t termelnek, fenotipusuk motiliss¢, kontraktilissé¢ valik. Nem
tapadnak basalis membranhoz, nem alkotnak egybefiiggd réteget sem, nincsenek
sejtkozotti kapcsolataik, nem polarizaltak (Thiery mtsai 2006). A sejtek vimentint
expresszalnak, ami markerként kovethetd. Ezekbdl az aktivalt sejtekbdl végiil

myofibroblastok jonnek létre, melyek nagy mennyiségii cytokint, extracellularis matrixot
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termelnek. Ez pl. szoveti sériilést kovetden sziikséges az adott struktura egyben
tartasahoz, (seb)gyogyulashoz. A myofibroblastok jellegzetes markere az a-SMA, amit a
késdbbiekben részletesen is bemutatok.

Az EndMT folyamata az EMT-hez képest kevésbé ismert. Zeisberg és munkatarsai
vesefibrosis soran kialakul6 fibroblastok eredetét vizsgaltak, amelyeknek egy része az
endothelsejtekre jellemzé CD31 (Cluster of differentation 31) marker mellett az FSP-1-
et (Fibroblast-specific protein 1) és az SMA-t is expresszalta (Zeisberg mtsai 2008).
Allatkisérletes modellben a diabétesz okozta kardiélis fibrosisban az endothelin-1 (ET-1)
elosegitette az EndMT 1étrejottét (Widyantoro ¢és mtsai 2010). Az EndMT
szignaltranszdukcids szabalyozoi kozott a TGF-B mellett a Notch és a Slug is szerepet
jatszhat (Noseda és mtsai 2004, Niessen és mtsai 2008, Chang ¢és mtsai 2011), csakigy,
mint az EMT esetében. Osszességében a kiilonbozé megfigyelések a két transitio
1épéseinek hasonldsagat valoszinisitik, az epithel (pl. E-cadherin) és endothel (pl. VE-

cadherin) markerek kiilonbségével (Miller 2017).

A cadherinek a transzmembran fehérjék nagy csaladjat képezik, koziilik az E-cadherin
az epithelsejtek adherens junction tipusa kapcsolatait Ca?*-fiiggéen alkotja. Az
extracellularis részlet a szomszédos extracellularis részletekhez kotodik, az intracellularis
domént az B-catenin illetve a p120 catenin képes megkétni. A B-catenin és az F-actin
kozti kapcsolatot az a-catenin biztositja (van Roy és mtsai 2008). A kdzelmultban
azonban bebizonyosodott, hogy a B-catenin nem ,,horgonyozza le” a CCC komplexet (E-
cadherin- B-catenin — a-catenin) a cytoskeletonhoz, hanem monomerként az E-
cadherinhez/B-catenin-hez, dimerként az F-actinhoz kotédik (Drees és mtsai 2005). Ezzel
szemben az EPLIN (epithelial protein lost in neoplasm/ Lima-1) fehérje képest az a-
catenin komplexet az F-actinhoz kotni (Abe és mtsai 2008). Az E-cadherin/catenin
tobbféle szignalizacios tGtvonalon, igy pl. a Wnt-n, PI3K-n, Rho- (Ras homolog gene
family) GTP-azokon, NF-kB-n keresztiil hathat. Wnt-szignalizaci6 mellett a [3-catenin
defoszforilalt allapotban a nucleusban halmozédik fel, ahol a TCF/LEF-fel komplexet
alkotva sejttipustol fliggd Wnt targeteket, igy pl. profibrotikus géneket aktival (Luo és
mtsai 2004). Az EMT specialis természetének koszonhetéen a sejtmarkerek valtozasa
dinamikus folyamat, a transitio soran az epithel fenotipusra jellemz6 molekulakat
fokozatosan felvaltjak a mesenchymalis tipustiak. Zeisberg felosztasa szerint ezeket 6t

csoportba sorolhatjuk (Zeisberg mtsai 2009).
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A sejtfelszini fehérjék koziil az E-cadherin, ZO-1 mennyisége csokken, ezzel
parhuzamosan az N-cadherin, fl-intgerin mennyisége né. A sejtek E-cadherin-
expressziorol N-cadherin-expressziora valo atallasat ,,cadherin switch”-nek nevezziik.
A cytoskeletonban a cytokeratin csokkenésével szemben az FSP-1-, a-SMA-, vimentin-,
fB-catenin-expresszio no.

Az extracelluldris matrix kollagén Osszetétele megvaltozik, a IV-es tipusu kollagén
mennyisége novekszik. A fibrotikus EMT-ben megné a fibronectin-kifejez6dés.

A fentieken kiviil az EMT folyamata soran tobb transzkripcios faktor is aktivalodhat, igy
pl. a Snail, Twist, ZEB1. A Snail és a Twist fibrotikus EMT-ben betoltott szerepét a
vesefibrosis modellnél targyalom részletesen.

A fentieck mellett egyes transformatiok sordn a sejtek mikroRNS mintazata is

megvaltozik.

Vizsgélataink soran az SMA-t azért tartottuk j6 markernek az EMT tekintetében, mert a
transitio végén jelenik meg, illetve a myogen program aktivalodasat is jelzi.
Az actinnak hat kiilonb6z6 tipusat irtak le emlés sejtekben: két harantcsikolt izom actint
(o-skeletal, a-cardial), két simaizon actint (a-vascular, mas néven SMA, y-enteral), és két
cytoplasmaticus tipust (B, y-actin) (Vandekerckhove és mtsai 1981). A kiilonboz6
1izoformdk eltérd tulajdonsagokkal rendelkeznek. Az egészséges felndtt szervezetben az
SMA a vascularis simaizomban és a myoepithelsejtekben van jelen (Gabbiani és mtsai
1981). Az SMA megjelenik a stresszrostokban, s ezaltal a tobbi actintipushoz viszonyitva
nagyobb er¢ kifejtésére képes rostok jonnek 1étre (Follonier Castella L 2010, Hinz 2010).
Az SMA-expressziot tobb kiilonbozo faktor szabalyozza, amelyek koziil az FGF-2,
angiotensin-Il, TGF-B1 noveli, mig a PDGF-BB, EGF gatolja. Az SMA-promoter tobb,
er6sen konzervalt szabalyozo régiot tartalmaz. Egy TATA-box mellett CArG-A, CArG-
B, CArG-C domént irtak le, két E-boxszal egyiitt, melyek az elsé exonhoz kozel
helyezkednek el. E domének muticidja simaizomsejtekben a promoter-aktivitas
csokkenését eredményezi (Shimizu és mtsai 1995). A TATA-boxhoz kozel egy TGF-B1
control element (TCE) helyezkedik el (Martina B. Hautmann 1997). Ennek jelentdségét
az mutatja, hogy patkanyaorta simaizomsejtjeinek TCE-régioban mutans SMA-
promotere nem reagalt TGF-B1-kezelésre. Az SMA promoterben ezeken kiviil leirtak

Smad binding element (SBE) régiokat, melyek koziil az egyik mutéicidja az SMA-
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promoter aktivitasat szignifikansan csokkentette (Hu és mtsai 2003).

Az SMA-promoter aktivatorai koz¢ tartozik tobbek kozott a serum response factor (SRF)
(Kim JH 1993, Kim JH 1994), az SMA két SRE-szakaszt (Serum response element) is
tartalmaz. A Rho az SMA-expressziot SRF-fliggden szabalyozza (Masszi és mtsai 2003).
Aktivator még a Smad-2,3, a myocardin related transcription factor A és B (MRTF-A,
MRTF-B). Ezek a Rho-actin-szignalizacio kozvetitéi. Az SRF és az MRTF-A komplexe
CArG doménekhez kot, és erdsiti az SRE hatasat (Hinz és mtsai 2012).

Mas faktorok visszaszoritjak az SMA-expressziot, igy pl. a Kruppel-like factor 4, mely
versenghet a TCE-régio aktivatoraival, illetve interakcioba léphet a Smad3 Mad
utvonalon kiviil szerepet jatszanak mitogen-aktivalt proteinkinazok (MAP), valamint

Wnat, és Notch szignaltranszdukcids Gtvonalak.

A TGF-B1 EMT-t kivalto hatasat mar évtizedekkel korabban felismerték (Miettinen mtsai
1994), a kezelés hatasara az epithelsejtek alakja megvaltozott, ezzel parhuzamosan az
epithelmarkerek visszaszorultak, a mesenchymalis markerek pedig megjelentek a

sejteken, az actinrostok atrendezédtek.

A transzformald novekedési faktor béta szupercsaladban tobb mint 35 féle fehérje ismert.
Idetartozik — tobbek kozott — a TGFB1, TGFB2, TGFB3, az activin, inhibin, bone
morphogenic protein (BMP), growth differentiation factor (GDF) és az anti Miillerian
hormon (AMH) (Piek és mtsai 1999). A TGF-B1, TGF-2, TGF-B3 isoformak szoros

hasonlosagot mutatnak.

A TGF-B jelatvitel hatasa széleskort, igy sejttipustol fliggden gatolhatja/serkentheti azok

proliferacidjat, szabalyozza az extracellularis matrix termelddését, a szervezet

immunvalaszat, befolyasolhatja az apoptosist (Piek mtsai 1999).

A TGF-B ligand homodimer, prekurzor formaban szintetizalodik, és az Gn. Latency
Associated Peptidhez (LAP) kotddik. Ehhez a komplexhez a szekrécid elétt még egy
fehérje, a Latent TGF- binding protein (LTBP) kapcsolodik (Miyazono és mtsai 1991).
A szekréciot kovetden a pro-peptid €s az LTBP az extracellularis matrix (ECM)

elemeihez kotddve tarolodik, s igy nem kotédik receptoraihoz (ten Dijke és mtsai 2007).
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A TGF-B szupercsalad receptorait két f& csoportba oszthatjuk, a TGF és BMP

receptorokéba.

A TGF csaladhoz haromféle receptor tartozik (TGFBRI, TGFBRII, TGFBRIII), melybdl
az l-es ¢és Il-es tipust receptorok transzmembran szerin-treonin kinaz tipust receptorok,
a Ill-as tipus egy transzmembran proteoglikdn, aminek nincs intrinsic aktivitasa,
tipusu receptorhoz. A kotédést kovetden a TGFBRII a TGFBRI-gyel heteromer komplexet

hoz létre, ami a sejten beliil kiilonb6z6 intracellularis folyamatokat indit el.

A sejten beliili, TGF-P altal kivaltott jelatvitel egyik itvonala a Smad-fehérjéken at vezet.
A Smad elnevezése az SMA és MAD fehérjékhez valé hasonlosagbdl szarmazik. Hairom
csoportba oszthatok: a receptor szabdlyozott Smadok koézé az 1,2,3,5,8-as altipusok
tartoznak, a ,,k6z6s” (Co-Smad) tipus a 4-es, a gatld Smadok csaladja pedig a 6,7-es
altipusbol all (Shi és mtsai 2003).

Az R-Smadok és a Co-Smad tartalmaznak egy konzervalt MH1 (Mad-homolgy-1)
domaint, valamint egy C-terminalis MH2 (Mad-homolgy-2) domaint, ezek egy ,,linker”-
rel kapcsolodnak egymashoz (Liu és mtsai 1996). A C-terminalis domain a heterolog
DNS-k6t6 domainhez vald kotddést kovetden eldsegiti a transzkripcios aktivitast. Az I-
Smadok kizarolag az MH?2 régiot tartalmazzak. Az MH1 domain képes a DNS-hez valo
kotédésre, a Smad3 és Smad4 fehérjék ezzel tudnak a DNS SBE (SMAD-binding
elements) szakaszaihoz kapcsolodni. Az I-Smadok az MH2 régioval k6tddnek a TGFBRI-

hez, ezaltal versengenek az R-Smadokkal, gatoljak a foszforilaciot.

A TGFRI felismeri és foszforilalja a hatast kdzvetitd Smad-fehérjéket, az R-Smad-kotés
a TGFBRI-hez a cink dupla ujj FYVE domaint tartalmaz6 SARA (SMAD Anchor for
Receptor Activation) segitségével valosul meg (Tsukazaki és mtsai 1998). Az aktivaciot
kovetéen az R-Smad proteinek kotddnek egymashoz, valamint a Smad4-hez, s az igy

kialakult komplex transzlokalddik a nucleusba.

A nucleusban a Smurfl (SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1) az R-Smadok

crer

valamint a Smurfl, BMP-Smad specifikusan — pedig a Smad7 nucleusbol torténd
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exportjaval az I-Smad inhibitorikus hatast segiti el6, ami igy a TGFp receptorok

cres

A fenti hatdsokon kiviil a TGFB-szignalizacio kozvetett modon részt vehet apoptotikus
folyamatokban, epithelialis mesenchymalis transitioban, sejtmigracioban, ECM-
kialakitasban. A MAPK (mitogen-activated protein kinase) utvonal tobb agat is
aktivalhatja, igy az ERKI/ERK2-t, JNK/p38 (Jun-N terminal Kkinase) ¢és a
phosphoinositide 3-kinazt (Andrei V. Bakin 2002). A JNK-aktivaciot mind Smad
dependens, mind pedig ettdl fliggetlen modon észlelték (Engel és mtsai 1999). Egéremlo-
epithelsejtekben (NMuMG; Normal murine mammary gland) megfigyelték a mutans
TGFBRI Smad fiiggetlen p38 aktivalasat (Yu és mtsai 2002). Szintén a TGFB nem Smad
dependens hatasai koz¢ tartozik a kis GTP-kotd fehérjék jelatvitele (Bhowmick és mtsai
2001, Edlund és mtsai 2002) és a NF-kB és a Wnt /B-catenin utvonal befolyasolasa is

(Gingery ¢és mtsai 2008).

1.2. Vesefibrosis

A kronikus vesebetegség (Chronic kidney disease, CKD) globalis, illetve Egyesiilt
allamokbeli prevalenciaja 13% (Thomas és mtsai 2008, Hill és mtsai 2016). A kivalto
oktol, és a hattérben 4ll6 betegség(ek)tdl fiiggetleniil a CKD legfontosabb jellemzdje a
progressziv vesefibrosis. A primer vesebetegségek (kronikus glomerulonephritis,
policisztas vesebetegség) mellett a jarvanyszerlien ndvekvd gyakorisdgu hypertonia és

diabetes a CKD két vezeto oka.

A CKD hosszutavon végallapoti vesebetegséghez (ESRD) vezet(het), mely vesepotlo
kezelést, szervatiiltetést tehet sziikségessé. Tekintve a betegség sulyossagat, valamint
gyakori el6fordulasat, modellezése fontos a jobb megértéshez.

Szdvettani jellemzdit tekintve a kronikus vesebetegség tubulointerstitialis fibrosissal jar,
a tubulusok mellett a glomerulusok és a kapillarishalozat is sériil (Zeisberg és mtsai
2010). A vesét karosito elemek tobb 1épésben okozzak annak fibrosisat (Fogo 2007). A
nefronok kezdetben adaptiv, majd az ismételt noxaknak kdszonhetden maladaptiv valasza
csokkenti a nefronok szdmat. Ez fokozza az Ang-1l termelddést, ezen keresztiil a TGF-
Bl-expressziot, ami a tubulus sejtek hyperplasiajahoz vezet, felszaporodik a 1V-es tipust
kollagén (Wolf és mtsai 1996, Wolf és mtsai 1999).

A vese fibrogenesise soran Klasszikusan harom 1épést kiilonithetiink el (Zeisberg és mtsai
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2001). Az indukcios fazisaban fibrosis iranyaban hatd citokinek termelédnek a tubulus
sejtjeiben, s a nyugalomban 1év6 fibroblastok aktivalodnak. A gyulladasos szakaszban a
fibrosist elosegito citokinek termelddése folytatodik, extracellularis matrix termelddik. A
gyulladast kivaltd noxa megsziinését kovetden a fibroblast proliferaci6, EMT jellemzd.

A tubulointerstitialis fibrosis effektor sejtjei a myofibroblastok.

1.3. Myofibroblastok

A vese fibrogenesisében fontos szerepet jatszanak a myofibroblastok. Ezek legfontosabb
markerérdl, az SMA-r6l a korabbiakban részletesen szoltam, ezenkiviil az ilyen tipusu
sejtekre a vimentin, desmin filamentumok jelenkéte is jellemz6. Az interstitialis
myofibroblastok szdma pozitiv korrelaciét mutatott a vesefibrosis sulyossagéaval,

valamint a veseelégtelenség kialakulasanak gyorsasagaval (Qi és mtsai 2006).

I-tnpappal
UUO utan

UUOutani .|
Késibbi fazisol

1. abra: A myofibroblastok eredete (Grande és mtsai 2009)
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Az utobbi években szamos hipotézis alakult ki a myofibroblastok eredetével
kapcsolatban. A legels6é adat a vesében fellépé EMT-t igazolva a Fibroblast Specific
Protein 1 (FSP1) vesében torténé expressziojanak jellemzésekor jelent meg. Strutz és
munkatarsai megfigyelték, hogy az ép vesében latottaktol eltéréen vesefibrosis soran
jelentés FSP1-expresszio jelenhet meg a vesetubulusokban. Ezért ugy gondoltak, hogy
sziikség esetén a tubularis epithelium atalakulasa révén fibroblastok keletkezhetnek
(Strutz és mtsai 1995). E folyamatot kés6bb a vesetubulusok EMT-jeként jellemezték az
irodalomban és megallapitottak, hogy tubulointerstitialis fibrosis soran a myofibroblastok
akar 40%-a is epithelsejtekbdl alakulhat ki (Iwano és mtsai 2002). Késébb az endothel
szarmazasi myofibroblastok szamat is 40%-nyira becsiilték (Zeisberg mtsai 2008).
Tovabbi kutatasok megallapitottak, hogy myofibrobastok szamos tovabbi sejthél is
kialakulhatnak (Grande mtsai 2009), ezaltal valamelyest csokkenni latszott az EMT

jelentésége vesefibrosis soran (1. abra).

Legutobb a sejtek eredetét egy lineage tracking modszer segitségével vizsgalva
megallapitottak, hogy a myofibroblastok kb. 50%-a szarmazott a nyugvoé fibroblastokbol,
35%-uk csontveld eredetli, 10%-uk EndMT-vel, 5% pedig EMT-vel alakult at (LeBleu
mtsai 2013).

Egy tovabbi kisérletes munkaban megfigyelték, hogy az EMT szerepe talmutathat a
myofibroblastos-atalakulas lehetdségén is. Grand és mtsai allatkisérletes modelljében a
vese -epithelsejtek (részleges) EMT-je a myofibroblastok kozvetlen kialakitasaban ugyan
nem vett részt, de szignalizdciojuk az interstitiumban segitette az egyéb forrasbol
szarmazd myofibroblastok létrejottét, valamint a fibrosis és a gyulladas fenntartasat
(Grande és mtsai 2015). A Snaill fontos szabalyozo szerepet tolt be ezekben a
folyamatokban. A Snaill expresszidja a felnétt, egészséges vese-epithelsejtekben
downregulalt (Boutet és mtsai 2006), kiilonbozé sériilések hatdsara azonban
reaktivalodhat, fibrosist indukal. A Snaill-re tobbféle faktor hat, a fibrosis szempontjabol
a legfontosabb ezek koziil a TGF-B1. A Snaill aktivacié fenntartja a gyulladasos valaszt,
pozitiv visszacsatolassal hat a TGF-Bl-ra is. A Snaill gatlasa in vivo kisérletekben a
vesefunkcio és -morfologia részleges visszaallitasat eredményezte (Grande mtsai 2015).

A részleges EMT vesefibrosisban betoltott szerepét latszik igazolni egy tovabbi kutatas,

21



DOI:10.14753/SE.2019.2266

amelyben megallapitottak, hogy a vese fibrosisos elvaltozasai soraban az EMT G2
fazisban sejtciklusgatlast idéz eld. Ez a mechanizmus jelentésen gatolja az epithelsejtek
javitdo és regeneracios képességeit, aminek hatterében Iép fel a fibrosist tamogato
képességiik. A leirt folyamat TWIST- és Snail-fiiggé modon kovetkezik be a sejtekben
(Lovisa és mtsai 2015). A Twist egy helix-loop-helix tipusu transzkripcios faktor, mely a
sejtvonalak kialakulasaban, majd patologias allapotokban a tumorgenesisben, fibrosisban
aktivalodhat (Nieto 2002).

Az akut karosodast kovetéen a vese epitheljsetjeinek funkcidja helyreallhat. Ebben a
dedifferenciacios folyamatban a sejtplaszticitas egy kevésbé epithel jelleget eredményez,
a sejtek bizonyos mesenchymalis tulajdonsagokat vesznek fel (ezt az allapotot a vimentin
expresszid jellemzi), egyfajta ,,hibrid” allapotba keriilnek (De Chiara és mtsai 2016).
Ennek értelmében a vesetubulusok normal repair mechanizmusa az akut vesekarosodast
kovetéen egy folyamatos epithel-mesenchymalis-epithel ciklus, amit az epithelsejtek
(Ishibe és mtsai 2008). A szdveti fibrosis egy jol kiegyenstlyozott, védé mechanizmusbol
alakul ki, abban az esetben, ha a sériilésre adott valasz mar nem korlatozott. Az ismétlodo
szoveti karosodas a gyogyulasi folyamat szabalyozasanak elvesztéséhez, és kronikus

vesebetegséghez vezet (Schnaper 2017).

Az EMT tehat kiilonb6z6 mechanizmusok révén vesz részt a vesefibrosis, valaminta TIF
létrejottében. Igy példaul a myofibroblastok kialakulhatnak kézvetleniil EMT ttjan, de az
EMT — vagy részleges EMT — soran az atalakulo epithelsejtek egyéb sejtpopulaciok
myofibroblasztikus atalakulasat is képesek szabalyozni. Végil egy harmadik
mechanizmust jelent a finomhangolt repair és regeneracios folyamatok eltéritése pro-

fibrotikus iranyba.

A klasszikus megfigyelés szerint a tubulus epithelsejtek EMT-je TGF-p hatasra indulhat

el, majd szigortan meghatarozott sorrendben zajlik, amelynek soran négy 1épést

crer

novo SMA-expresszio, actin-reorganizacio. 3. A tubulus basalis membranjanak

felbomlasa. 4. A karosodott basalmembranon keresztiili sejtmigracio (2. bra).
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2. abra: Az epithelialis-mesenchymalis transitio folyamata (Yang és mtsai 2001).

A kozelmultban tobb kisérleti adat is sziiletett arra vonatkozoan, hogy a vese epithelsejtjei
kiilonb6zé noxak hatdsara csak parcidlis EMT-t ,szenvednek el”. Grande és mtsai
megfigyelései szerint (Grande mtsai 2015) a tubulus epithelsejtek nem veszitették el
integritdsukat, részleges EMT-n mentek keresztiil, és hozzdjarultak a fibrosis
progresszidjahoz. Lovisa ¢és mtsai igazoltak, hogy vesefibrosisban az epithelsejtek
sejtciklusaban p21 medialtan a G2 fazisban elakadas jon létre, ez a transzporter gének
ezaltal elOsegitik a kronikus fibrozis kialakulasat. Ezekben a folyamatokban a Snaill és

a Twist-fehérjék kdzponti szerepe is igazolodott.

1.4. Kisérletes munkam kozvetlen el6zményei

1.4.1. A TGF-p1 hatasa proximalis tubularis epithelsejteken

Munkacsoportunk korabbi kisérletei soran (Masszi mtsai 2003) az EMT ¢és a
myofibroblastok eredetének vizsgalatahoz tubularis epithelsejtes modellt hasznalt. Az in
vitro kisérletes sejtmodellben sertés proximalis tubularis epithelsejteken torténtek a

kisérletek (LLC-PK1; Lilly Laboratories Cell - Porcine Kidney 1). A TGF-f1 EMT-t
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indukald hatasat az SMA-expresszio mértékével vizsgaltuk. A Kkontrollsejtek
szigetszerien helyezkedtek el, az egyes sejtek poligondlisak voltak, €s szorosan
kapcsolodtak szomszédjaikhoz. TGF-B1-kezelés hatasara mar 24 d6ra utan morfoldgiai
valtozasok kovetkeztek be, melyek 72 ora elteltével a sejtek 80%-an megfigyelhetéek
voltak. A sejtek megnyultak, kotészovetes jellegiivé valtak, fibroblasthoz hasonld
morfologiai képet mutattak, valamint sok egymassal szomszédos sejt kdzott megsziint a
kozvetlen kontaktus is. A sejtkapcsolatok reorganizaciodjanak megjelenitésére a ZO-1-¢t,
E-cadherint, és B-catenint immunjeloléssel vizsgaltuk. Mig a ZO-1 a kontrollsejtekben a
sejthatarok mentén mutatott €les jelolodést, az a TGF- B1 kezelés utan a jeloldédés a
periférian egyenetlenné valt, illetve palcaszeriien, a sejtmembranra merdlegesen
akkumulalédott. A TGF-B1-hatasra a Bf-catenin a membranbol a cytosolba, nucleusba
keriilt, mig az E-cadherin a kezelés mellett szinte teljesen eltiint.

A TGF-B1-kezelés cytoskeletalis reorganizaciot is eredményezett. A kontrollsejtek
perifériajan markans F-actin-gyira volt megfigyelhet vékony centralis stresszrostokkal.
A kezelés hatdsara a marginalis F-actin mennyisége csokkent, a centralis stresszrostok
vastagabba valtak. A TGF-B1-rdl leirtak, hogy endothelsejtekben a reorganizacid soran
az MLC-t foszforilacidval aktivalja, ezt LLC-PK1-sejtekben vizsgaltak, s a kovetkezot
talaltdk: az MLC a kontrollsejtekben enyhe hattér-, €s nuklearis festést adott. Western
blottal is alatamasztottdk, hogy a TGF-B1-kezelés hatdsara megndtt a foszforilalt formak
mennyisége.

A mesenchymalis atalakulas motilis fenotipushoz vezet. Ennek vizsgalataban a cortactin
a cytoskeletalis-dinamika és az actin alapi motilitas egy szenzitiv markere. Kontroll- és
TGF-B1-kezelt sejtek cortactinjelolodését vizsgaltak: A kezelt sejtek cortactineloszlasa a
kontrollhoz képest erdsen polarizaltta valt, sok sejtben lamellopodiumok alakultak ki.
Az SMA-expresszi6o a myofibroblastok jelenlétének egyik markere. A TGF-B1 hatasa e
marker megjelenésére: mig a kontrollsejtekben nem volt megfigyelhetd, a haromnapos
kezelés jelentds SMA-expressziot eredményezett, ami a hatodik napra még tovabb nott.
Immunjeldléssel a kontrollsejteken gyenge hattérjellddés volt megfigyelhetd, mig TGF-
Bl-hatasra a sejtek ~60%-aban erbteljes jelolédés mutatkozott. Az tjonnan
szintetizalddott SMA vastag rostokként volt megfigyelhetd. Ezt alatdmasztotta, hogy 756
bazispar hosszasagu patkany SMA-promoter (tranziens) transzfekcioja utdn a 24 oras

TGF-B1-kezelés az SMA-promoter aktivitdsanak 3-6-szoros ndvekedését eredményezte.
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1.4.2. A ,Kettos sériilés” modell

A tovabbiakban kutatocsoportunk azt vizsgalta, hogy a sejtkapcsolatok milyen szerepet
toltenek be az EMT szabalyozasaban. Tubularis epithelsejtekben a konfluencia
mértékétol fiiggetleniil SMA fehérje nem volt kimutathaté, mig TGF-B1-gyel kezelt
epithelsejtekben 50%-aban SMA-pozitiv jelolédés volt kimutathatd 30%-0s konfluencia
esetén. Teljesen konfluens sejtkultiraban TGF-f1-kezelés hatasara sem volt kimutathato
SMA-fehérjeexpresszid immunhisztokémiai és Western blot technikdkkal. Szintén
Western blot-analizissel az elobbieknek megfeleléen 100%-os konfluencia és TGF-p1-
kezelés utan az epithel marker E-cadherin fehérjeexpresszidja sem csokkent. Ezek az
eredmények jelezték, hogy a sejtek denzitdsa befolyasolja a TGF-B1 mesenchymalis

transitiot eredményez6 hatasait.

Annak meghatdrozasara, hogy a TGF-f1 mesenchymalis transitiot kivaltd hatdsdhoz
sziikséges-e a sejt-sejt kozotti kapcsolatok hianya, két modellt hasznaltunk. Az elsé
modellben az egyébként konfluens, egyrétegli sejttenyészeten mechanikai sebzést
ejtettiink. A konfluens sejtcsoport részletekben nem jott 1étre SMA-expresszio, azonban
a TGF-Bl-kezelés SMA-termelddést valtott ki az epithelsejtekben. Ez az SMA-
expresszid csak a sebzés szélén jelent meg, olyan sejteken, melyek — részben —
elvesztették kapcsolatukat a szomszédos sejtekkel. A masodik modellben az
extracellularis Ca®" csokkenést alkalmaztuk, amely ismert eljardss a cadherinek
kapcsolatainak megsziintetésére. Ez 6nmagdban nem okozott SMA-expressziot, bar az E-
cadherin kifejez6dését némileg csokkentette. A Ca?" hidnyaban alkalmazott TGF-B1-

kezelés SMA-expresszidhoz és az E-cadherin teljes eltlinéséhez vezetett.

A B-cateninnek mint az adherens kapcsolatok egyik alkotdjanak és mint transzkripcios
koaktivatornak kettds szerepe van. Korabbi kisérletekben kimutattdk, hogy a TGF-B1 B-
catenin dependens transzkripciot indukal, melynek mértéke az intercellularis kapcsolatok
allapotatdl fligg. Egyrétegli hamsejtkultiran TGF-B1-kezelés hatasara a B-catenin és E-
cadherin fehérjeexpresszidja nem véltozott. Ca?* -megvonast kovetden az E-cadherin-
szint dramaian csokkent, és a B-catenin-expresszié is alacsonyabb volt. Ha a sejteket
Ca?*-mentes médiumban tenyésztették, a TGF-B1 nem hatott az E-cadherin-degradaciora,

azonban a [-catenin-csokkenést eré6sen mérsékelte. Tovabbi vizsgalatok soran igazolast
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nyert az is, hogy a [-catenin szerepet jatszik az SMA-promoter-aktivacioban,

fehérjeexpresszidban.

Ezeknek az eredményeknek az alapjan alakult ki az EMT , kettds sériilés” modellje, amely
szerint az EMT folyamatahoz két 1épés vezet: elséként az epithelsejtek integritasanak
csokkenése sziikséges (els6 sériilés), amelynek hatterében pl. mechanikai artalom,
immunkomplex lerakodas, hypoxia allhat. A karosodott helyeken a TGF-B1-hatés
(mésodik sériilés) fokalisan EMT-t indukal, ez fokozott TGF-B1- ¢s ECM-termelddést

eredményez, ami a kornyez0 teriiletek kéarositasaval és az EMT kiterjedésével jarhat.

1.4.3. Szignalizaci6s Gtvonalak

A TGF-B1-szignalizacié egy része a sejten beliill a Smad fehérjecsaladon keresztiil
torténik. Ezt vizsgalva bebizonyosodott, hogy a TGF-kezelés Smad-foszforilaciot valt ki,
¢s az aktivald hatasi Smad2 és 3 szerepet jatszik az SMA-promoter-expressziod
szabalyozasaban. A TGF- B1 SMA-promoter aktivald hatasat a DN-Smad 3 és a Smad7

is gatolta.

Az SRF dontéen befolydsolja az SMA-expressziot, ¢és aktivitdsa a nukledris-
cytoplasmaticus athelyezddéstdl fligg. Ezért azt vizsgaltak, hogy a setjkapcsolatok
karosodasa befolyasolja-e az SRF-lokalizaciot. A konfluens kulturdkban hangsulyos volt
az SRF nukleéris kimutathatosaga, s mig a konfluencia novekedésével ez csokkent, addig
az SRF mennyisége a cytosolban ezzel parhuzamosan nétt. Azonban az SRF mennyisége
a sejtmagban jellemzden nagyobb volt a cytosolhoz viszonyitva. Ca?*'megvonds hataséra
az SRF mennyisége nétt a nucleusban, ez immuncitokémiai vizsgélattal és Western

blottal is detektalhato volt.

Az SRF miikodését szabalyozo fehérjék vizsgalata utan, az SMA-expresszio tovabbi
befolyasold tényez6i utan kutatva az SRF kofaktorat, az MRTF-t vizsgaltuk. LLCPK-1
sejtekben az endogén MRTF-A kizarolag a cytosolban helyezkedett el, Ca?*-megvonds
utan egy oraval megjelent a nucleusban, 24 6raval késobb pedig a sejtek 16%-aban csak
a sejtmagban volt jelen, 74%-ban a nucleusban és a cytosolban hasonlé mértékben, 10%-
uk pedig csak a cytosolban mutatott jelolodést. Ez felvetette annak lehet6ségét, hogy a
TGF-f1 EMT-t indukalo hatasa fiigg a kontaktus-dependens MRTF-lokalizaciotol.

Konfluens kultaraban TGF-B1-kezelés hatasara az MRTF lokalizacioja nem valtozott,
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néhany esetben perinukledris jelolédés volt megfigyelhetd. Szubkonfluens kultiraban a
sejtszigetek szélén 1évo sejtek 75%-aban volt MRTF-jelol6dés a cytosolban, 17%-ukban
nuklearis, mig 8%-ukban parhuzamosan nuklearis és cytosol jel616dés latszott. TGF-p1-
kezelés hatdsdra a szabad széleken levd sejtek 6 Ora utdn 95%-ban erds nuklearis
jelolodést mutattak, a szigetek kdzepén az MRTF tovabbra is a cytosolban helyezkedett
el. 24 oraval a kezelés utan azonban csak a sejtek negyedénél volt tapasztalhato tisztan
nuklearis MRTF-jel6lddés, tovabbi 12%-ban egyenld ardnyl, vagy perinuklearis
jelolddés latszott. Ha a Ca®* ‘megvonast és a TGF-B1-kezelést kombinaltak, az MRTF
nukledris transzlokdcidja majdnem minden sejtben megfigyelhetdé volt. Egy tovabbi
kisérletben a konfluens sejtek mechanikai sértése a sebzés kornyékén 1€évo sejtekben az
MRTF nukleéris felhalmozodésat eredményezte. A sebzéstdl tdvolodva a sejtek egyre

kevésbé mutattak nuklearis MRTF-jelol6dést.

Ezek utan az MRTF ¢és az SMA ko6zotti kapcsolatot vizsgaltuk; a sejteket MRTF-A-val
¢és MRTF-B-vel transzfektaltuk. Ez az SMA-promoter aktivitasanak nagymértékii
novekedéséhez vezetett, ami az MRTF-A esetében jelentésebbnek bizonyult. Az SMA-
promoteraktivids-novekedését kovetéen az epithelsejtekben az SMA fehérje
mennyiségének novekedése is kimutathatd volt, ezt Western blot és immunfluoreszcens
vizsgalat segitségével detektaltuk. Annak bizonyitasara, hogy az MRTF-nek
elengedhetetlen szerepe van a sejtkapcsolat-sériilést6l és TGF-B1-hatastol fliggd SMA-
promoter-valaszban, a sejteket egy domindns negativ mutdns myocardinnal
transzfektaltak (DN-MyoC). A DN-MyoC elsdsorban a sejtmagban volt kimutathato, de
a cytosolban is jelen volt. A DN-MyoC expresszidja kivédte a Ca2+-megvonas okozta
promoteraktivitds-novekedést, és erdsen csokkentette a szinergista modon hatd

kontaktusszétesés €és TGF-B1 okozta SMA-promoteraktivitds-novekedést.

cres

nukledris transzlokéciot okoznak a RhoA, Racl, Cdc42 kis G fehérjék, ezek effektorai
(ROK illetve PAK), tovabba a p38, MLC, stb.
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1.5. A Myocardin Related Transcirption Factors (MRTFs) altalanos jellemzése és
szerepe EMT soran

A myocardin az SRF egy hatékony transzkripciés kofaktora, ami szivizom ¢&s

simaizomsejtekben expresszalodik (Wang és mtsai 2001).

A transzkripcios faktorok e csaladjanak a myocardin mellett két Gjabb tagjat is leirtak, a
Myocardin Related Transciription Factor A-t és B-t (MRTF-A és MRTF-B), amelyeket
az irodalom Megakaryocytic Acute Leukemia (MAL), BSAC (composed of N-terminal
basic, SAP, and coiled-coil domains), illetve Megakaryoblastic Leukaemia 1 és 2 (MKL1
¢s MKL2) 1-2 néven is ismer. A myocardinnal ellentétben az MRTF-A és -B szamos
embrionalis és felndtt tipusa sejtben jelen van, és hasonldéan a myocardinhoz, mindkét
fehérje er6sen stimulalja az SRF transzkripcios aktivitasat (Wang és mtsai 2002, Du és

mtsai 2004).

Az SRF a Serum Response Element-eknek (SRE) nevezett konszenzus DNS
szakaszokhoz valo kotédésen keresztiil fejti ki hatasat. Az SRE-k CArG domaineket
tartalmaznak, amiket tobb szignalmolekula, transzkripcidos faktor, proliferaciot,
migraciot, cytoskeletont és izomdifferencidciot befolyasold génszakasz promoter

crcr

target” gén azonosithato (Selvaraj és mtsai 2004, Sun és mtsai 2006).

A RhoA kozvetitett actin cytoskeleton reorganizacio (a globularis ,,G” actin csokkenése
és a filamentozus ,,F” actin polimerizacidja) és SRF parhuzamos aktivacioja korabban is
ismert volt. A RhoA és MRTF kozotti kapcesolat azonban nem teljesen tisztazott, de az
ismert, hogy az SRF transzkripcios aktivitasanak befolyasoloi a Ternary Complex Factor
csalad tagjai (EIk-1, Sap-1, Net), illetve az MRTF-ek.

A myocardin/MKL géncsalad tagjai tobb, erésen konzervalt génszakaszt tartalmaznak,
igy az N-terminalis domaint (NTD), ami harom RPEL-motivumot (RPxxxEL) tartalmaz,
a basic doméneket (B1 és B2), egy glutamin-gazdag szakaszt (Q-box), egy SAP-domaint,
egy coiled-coil-leucin cipzar-like régiot (LZ) és egy transcription activation domént
(TAD).
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A RPEL-domainek az actin-MRTF-kot6dés és a Rho szignalizacidjahoz sziikségesek
(Miralles F 2003). A B1 és B2 régi6 az MRTF sejtmagon beliili felhalmozasahoz
sziikséges. A Bl régio az SRF-kotddésben kulcsfontossagu. A Q-box erdsiti az MRTF-
SRF-kapcsolatot, valamint az MRTF cytoplasmaban valo visszatartasaért/nucleusbol
torténd exportjaért felelés. Az SAP szakasz tobb sejtmagban 1év6 fehérjében van jelen, a
sejtmag és a kromoszomalis allomany szervezédésben vesz részt (L. Aravind 2000). Az
MRTF képes kotdédni a DNS-hez, mely kapcsolat megkonnyiti az MRTF-SRF komplex
kialakulasat (Zaromytidou és mtsai 2006). Az LZ-domain a myocardin csalad tagjainak
homo/heterodimer képzéséhez sziikséges (Selvaraj és mtsai 2003). A TAD-domain

altalanos szerepet tolt be a transzkripcios aktivacioban.

A sejtekben nyugalmi helyzetben az MRTF a G-actinhoz kapcsoltan elkiiloniil a
cytoplasmaban, mely kotéseket a RPEL-motivumok szabalyozzak. AZ MRTF-G-actin
komplex a citoplazmaban van, az actinpolimerizaciot kovetéen azonban az MRTF
disszocial és transzlokalodhat (Miralles F 2003, Posern és mtsai 2004). A Rho két
utvonalon is befolyasolja ezt, egyrészt a formin-fehérjék révén az actinpolimerizacio
serkentésével (Copeland és mtsai 2002), masrészt a Lin-11, Isl-1 és Mec-3-kinase
(LIMK)-cofilin Gtvonalon az F-actin felbontas csokkentésével. Az MRTF- és a G-actin
szétvalasa felfed egy nuklearis lokalizacios szignalt a RPEL-motivumon beliil, ami az
importin o/p szabalyozott nuklearis transzporthoz sziikséges (Pawlowski és mtsai 2010).
Szérumhidnyos kornyezetben a fibroblastokban az MRTF dontden a cytoplasmaban
helyezkedik el, szérum hozziadasaval gyors nuklearis transzlokacié figyelheté meg. A
fenti mechanizmusokon kiviil az MRTF nuklearis athelyez6dését egy izomspecifikus
actin-kotoé fehérje, a Striated Muscle Activator of Rho Signaling (STARS) is indukalhatja,

ezzel aktivalva az SRF-t (Kuwahara és mtsai 2005).

A sejtmagon beliili actinhalozat dinamikus valtozasa dontéen befolyasolja az MRTF
elhelyezkedését, aktivaciojat.

A nucleusban az MRTF a sejtmagi actinhoz kotddik, és az MRTF-SRF-target-gének
kotése inaktiv marad mindaddig, amig az MRTF-actin kapcsolat fennall. Az MRTF-actin
kapcsolat felbomlasat kovetéen a G-actin és az MRTF Kkiiiriil a sejtmagbol (Vartiainen
¢s mtsai 2007). A szérumban talalhatdo komplex fehérjék alal kivaltott sejtstimulacios

hatas kovetkeztében né az actinfilamentumok szama a sejtmagban, és formin dependens
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moddon segiti az MRTF-SRF-aktivaciot (Baarlink és mtsai 2013). A G-actin mennyiségét
redox-dependens actin depolimerizacioval a MICAL-2 (Microtubule associated
monooxygenase, calponin and LIM domain containing 2) fehérje is (Lundquist és mtsai
2014) csokkentheti.

Az MRTF-ek sokféle fejlodéstani, fiziologias folyamatban jatszanak fontos szerepet. Az
MRTF-ek sziikségesek a harantcsikolt izmok fejlédéséhez, a sarcomerek
elrendezédéséhez, myoblastképzédéshez (Cenik és mtsai 2016), elengedhetetlenek a
kardiovaszkularis rendszer fejlédésében és mikkodésében (Mokalled és mtsai 2015). Az
MRTF-ek jelenléte a vérképzO rendszer tobb vonaldhoz is sziikséges, igy a
haematopoetikus Ossejtek kialakitasahoz (Costello és mtsai 2015), a megakaryocitak
éréséhez, vérlemezkék kialakulasdhoz (Smith és mtsai 2012). Az MRTF-A a lymphoid
¢és myeloid sejtvonal megfelel6 miikodéséhez is nélkiilozhetetlen (Record és mtsai 2015).
Emellett az MRTF-ek a neuronalis migraciot, fejlédést is szabalyozzak, valamint az
MRTF-A eldsegiti az idegsejtek talélését a hypoxia/ischaemia okozta apoptosis soran
(Mokalled és mtsai 2010, Cao és mtsai 2011). A sebzésre adott valaszreakcio,
sebgyogyulds, gyulladasos valasz csokkentése is MRTF-szignalizaciot indit el
(Velasquez és mtsai 2013).

Az MRTF-A szabalyozza a coronariaproliferaciot, pericytatoborzast, egyes modellekben
elésegiti a neovaszkularizaciot (Hinkel és mtsai 2014), sziikséges az emld
myoepithelsejtjeinek fejlddésehez, a terhesség alatti atalakulasukhoz és a laktécio

fenntartasahoz (Li és mtsai 2006, Sun mtsai 2006).

Az MRTF-ek az egészséges fejlodés, mikodés mellett a kiilonb6z6 patologias
allapotokban is kdzponti szerepet tolthetnek be.

Idds egerek izomzatdban az MRTF-A-expresszio csokkent, a kor eldrehaladtaval
csokkené MRTF-A szint muscularis atrophiat eredményezhet (Sakuma és mtsai 2008),
ami inaktivitas kovetkezménye is lehet (Collard és mtsai 2014).

Szintén egérmodellben a szem endothelsejtjeinek csokkent MRTF-szintje
hypovascularizaciot (Weinl és mtsai 2013) okozott, emellett elosegitette vérzéses stroke
kialakulasat (Weinl és mtsai 2015).

Szivelégtelenségben, szivizom hypertrophiaban a STARS-fehérje-mennyiség nd, ami ezt
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crer

(Kuwahara és mtsai 2007).

Kutatocsoportunk egyik {6 vizsgalati teriilete a fibrosis, mely folyamatokban az MRTF-
ek foszerepet jatszanak. A fibrosis folyamata valamennyi szervrendszerben kimutathatd

patologias folyamatokban.

Az MRTF-SRF szabalyozott gének expresszidja fokozott volt olyan betegek borébol
szarmazo6 fibroblastokban, akik a scleroderma cutan forméjaban szenvedtek, az MRTF-
ek befolyasoltak a bor vastagsagat, a kollagénfelhalmozodast (Haak és mtsai 2014).
Majfibrosisban az MRTF-A overexpresszidja novelte, mig deplécidja csokkentette a
TGF-B okozta transzkripciot (Tian és mtsai 2016), ezen kiviil az MRTF-A fibrosist
szabalyoz6 szerepét diabeteses nephropathiaban is megfigyelték (Xu és mtsai 2015).

Az MRTF-A egérmodellben a pulmonaris fibrosis szabalyozasdban is részt vett
(Rahaman és mtsai 2014), az MRTF szignalizacié gatlasa csokkentette a tiidoben
kialakul6 fibrosis sulyossagat, gatolva a myofibroblast differencidciot, és eldsegitve a
mesenchymalis sejtek apoptosisat (Sisson és mtsai 2015).

A szivizomzat infarktust kovetd remodellingjében, myofibroblastok aktivaciojaban

szintén leirtak az MRTF-A szabalyozo6 hatasat (Small és mtsai 2010).

Az MRTF-ek tumoros megbetegedésekben is ismertek, az MRTF-A az RBM-15-el (RNA
bindig motif protein-15), mas néven OTT-vel (one twenty-two) alkotott fizids génje
t(1;22) transzlokacidval akut megakarioblasztos leukémiat okoz (Ma és mtsai 2001). Az
MRTF-OTT faziés fehérje a nucleusban az SRF-et konstitutivan aktivalja, elvesztve
felsébb szabalyozasat (Descot és mtsai 2008). Szolid tumorokban az MRTF-A és MRTF-
mtsai 2009). Az MRTF-ek deplécidja viszont in vitro kisérletekben csokkentette a sejtek
invazivitasat, in vivo a tumorsejtek csokkent MRTF-tartalma mellett a sejtek a
vérarambol nem tudtak kolonizalni a tiid6t, mig az aktivalt MRTF-A ndvelte a kevésbé
metasztatikus sejtek tiidoben torténd kolonizaciojat. Emlétumorokban a Rho-MRTF-SRF
utvonal szerepe igazolodott (Hu és mtsai 2011), a TAZ-expresszid szabalyozasaval
valamint a YAP-pal valo kdlcsonhatasaval. A TAZ overexpresszidja noveli az emlébol

~~~~~~~~

kolcsonhatds in vitro a tumoros sejtek invazivitasdhoz, in vivo emlétumorok

31



DOI:10.14753/SE.2019.2266

metastasisahoz sziikséges (Kim és mtsai 2017). Az MRTF-A radioterapiat kovetéen
segitette az eml6tumorsejtek lokalis relapszusat és metastasisat (Asparuhova és mtsai
2015). Egyes eml6tumoros sejtvonalbol (MDA-MB231) szarmaz6 sejtekben az MRTE-
A JAK-STAT3 (Janus kinase és Signal transducer and activator of transcription proteins)
utvonal kozotti crosstalk fokozta a tumoros sejtmigraciot (Liao és mtsai 2014).
Melanomasejtekben, melyek RhoC-overexpressziot mutatd metastasissal jarnak, az
csokkenéséhez vezetett, igy a tiidében észlelt melanomasejtek szdma és mérete is
csokkent (Haak és mtsai 2017).

Sejtkozotti kapcsolataik elvesztése utan tumoros sejtekben Kimutattak a tumorfronton

1év6 sejtek MRTF-B okozta B1-integrin felszaporodasat (Kato és mtsai 2014).

Az elézéekben felvazolt MRTF-actin  kdlcsonhatashoz hasonléan a Rho-actin
szignaltranszdukcio is az MRTF nuklearis felszaporodasahoz vezet, azmi simaizom

jellegii géneket aktival, izomjellegii sejtek mellett fibroblastokban is (Wang mtsai 2002).

A simaizomsejtek kontraktilitasért felelés génjeinek expresszidjat a RhoA-dependens-
actin-polimerizacio szabalyozza (Mack ¢s mtsai 2001), a RhoA pedig a TGF- indukalta
EMT egyik kulcsfontossagt szerepléje (Bhowmick mtsai 2001, Masszi mtsai 2003).
Vese-epithelsejtekben a TGF-B1-hatés és a sejtkozti kapcsolatok felbomlasa az MRTF
nuklearis transzlokaciojahoz vezet (Fan és mtsai 2007). Ezek a hatasok — amiket
kutatocsoportunk is részletesen elemzett (Masszi A 2004) — erGsitik egymast. A
mechanikai fesziilés (O'Connor és mtsai 2015) és mechanikai stressz (Gomez és mtsai
A sejtkapcsolatok felbomlasat kovetd, SRF-fliggd transzkripcié az MRTF nuklearis
transzlokacidja a Rac, Cdc42, PAK, p38 fehérjék kozremiikodésével torténik (Busche és
mtsai 2008, Sebe és mtsai 2008, Sebe és mtsai 2010). A tight-junction kapcsolatok ebben
az athelyezddésben nem jatszanak szerepet, a hatdshoz az adherent junction tipusu
proteinek felbomlésa sziikséges.

Az EMT markerei MRTF-fiiggé modon jelennek meg, igy az MRTF-A overexpresszio

az E-cadherin downregulatiojahoz és az N-cadherin kifejezddéséhez vezet, a TGF-p1

indukalta folyamatot az MRTF funkcidjanak gatlasaval vissza lehetett szoritani (Morita
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¢és mtsai 2007). A Bl-integrin-szabalyozas szintén MRTF-kontroll ala esik, mely fehérje
az EMT fontos szabalyozodja, az actin cytoskeleton és az extracellularis matrix kozott
teremt kapcsolatot.

Az MRTF-ek az EMT markereire is hatassal vannak. Az EMT-re jellemz6 — a
korabbiakban targyalt — cytoskeletonatrendezédés, ebben az MRTF a vimentinexpresszio
szabalyozasan keresztiil vesz részt (Morita és mtsai 2007). A tenascin C-expresszio és
matrixlerakodas szintén az EMT-re jellemz6 (Maschler és mtsai 2004), a tenascin C-t az
MRTF — SRF- fiiggetlen modon is — szabalyozza (Asparuhova és mtsai 2011). Az
MMP9, mint az EMT egyik markere, szintén MRTF-szabalyozas alatt all (Gilles és mtsai
2009). A TGF-B1 kivaltotta fibronectin és PAI-1-expresszid szintén csokkenhetd az
MRTF-gatlassal (Sisson mtsai 2015). Az MRTF szabalyozza a CTGF-t, az MRTF-fiigg6
transzkripcio gatlasa csokkentette a CTGF-expressziot (Medjkane mtsai 2009, Sakai és
mtsai 2013). A fibrosismodellekben vizsgalt kollagén 1a2-szabalyozas is MRTF-fiiggd
(Small mtsai 2010, Luchsinger és mtsai 2011).

Az EMT-t szabalyozo jelatviteli utvonalak, igy a TGFp/Smad, a Wnt/B-catenin és az
integrin/ILK hatnak egymasra, (Liu 2010) és az MRTF-funkciét, -expressziot is
befolyasoljak.

A TGF-B-kezelés proximalis tubularis epithelsejtekben és tiido-fibroblastsejtekben is
novelte az MRTF-expressziot (Sandbo és mtsai 2011). Az MRTF-fehérje mennyisége
SRF-fiiggé modon valtozott, emellett a Four and a half LIM domain 2 (FHL2) az MRTF
mennyiségét nem befolyasolta, de novelte a fehérje stabilitasat (Hinson és mtsai 2008).
Vastagbéltumoros sejtekben a TGF-B1 hatasara nétt az FHL2-expresszid, ami — a Smad
utvonaltol fiiggetleniil — EMT-t hozott 1étre (Zhang és mtsai 2010).

A korabbiakban az EMT jellemzése soran a TGF-B/Smad-utvonalat részletesen
bemutattam. A sebzés és a TGF-B1-hatas elésegiti a felszabadulo B-catenin Smad3-hoz
valo kotddését, és a beta-catenin-Smad3 komplex az MRTF-szignalizaciot erdsiti (3.
abra). A Smad3-MRTF kapcsolodas ugyanis gatolja az MRTF-SRF komplex
kialakulédsat, valamint a B-catenin stabilizélja az MRTF-et, a Smad3 kivaltotta glikogén
szintetaz kinaz 33 — mely az MRTF-hez kot — szintézis szupressziojaval (Charbonney és
mtsai 2011). Az MRTF-overexpresszid a -catenin szint csokkenéséhez vezethet, de a
TGF-B1 jelenléte meggatolja a f-catenin lebomlasat (Masszi A 2004). Az MRTF-A SRF-
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szignalizaciot a nuklearis MRTF-A szintek szabalyozasaval a kiillonb6zd integrinek (B1,
aV) is befolyasoljak (Hermann és mtsai 2016). A Bl-integrin-expressziot az MRTF is
szabalyozza, mely szintén fokozhatja az MRTF-hatast. A kornyezeti mechanikus hatdsok
kozvetitésében mechanoszenzitiv szignaltranszdukcios tutvonalak befolyasolasaval a
cytoskeleton aktiv szerepet jatszik. ldetartozik a Rho-MRTF-utvonal, valamint a Hippo-
kindz kontrollja alatt all6 YAP/TAZ. Nyugalmi helyzetben ez a két reguldtor a
cytoplasmaban helyezkedik el, a sejtkapcsolatok felbomlasa esetén azonban kikeriilnek a
Hippo hatasa aldl, és defoszforilalt allapotban a sejtmagba keriilnek. A TAZ eldsegiti az
mechanikai stressz dnmagaban nem elegendé a fenotipus megvaltozasahoz. TGF-f1 és
mechanikai sériilés jelenlétében viszont a TAZ és Smad3 kotddik egymashoz, ezzel
egyrészt aktivaljak az SMA-promotert, masrészt az MRTF-rdl vald disszociacioval
novelik annak aktivitasat (Speight és mtsai 2016). Az MRTF-YAP-kotés az actin
cytoskeleton-sériilésekor az MRTF fokozhatja a YAP aktivitast, s ezzel elGsegiti a

metastasisképzodést (Kim mtsai 2017).
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TGF-31 és sérllés

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

ROCK PAK

MLC p38
R-catenin ~_ SA &

-akti
R-catenin G aktin
J ¢ I F-aktin
>

Keésdi
Smad3 —%+ MRTF F=—TAZ

v gatlas ¢

Mesenchymalis SRF
génexpresszid ¢
Snail1 MMP9 B3,-integrin
Snail2 PAI-1 COL1a2
TWIST1 Vimentin CTGF
Fibronectin SMA

3. abra: Az MRTF és az EMT kapcsolata

1.6. A hipotéziseinket megalapozé irodalmi el6zmények

1.6.1. SCAI - Suppressor of Cancer cell Invasion

Az MRTF felfedezését kovetden vizsgalni kezdték annak koros szabalyozasat a tumorok
effektor Dial befolyasolja (Kitzing és mtsai 2007), ehhez az SRF és MRTF-k jelenléte
sziikséges (Staus és mtsai 2007). A Dial-re hato fehérjék keresése soran sikertilt igazolni
egy 66 000 relativ molekulatomegti proteint, amit Suppressor of Cancer Cell Invasionnek,
SCAI-nak neveztek el (Brandt és mtsai 2009). RT-PCR vizsgalattal meghataroztak a
kiilonbozé szovetmintak SCAI-expresszigjat. A legmagasabb SCAI-mRNS mennyiség
az agyban, a Iépben ¢és a thymusban volt, legkevésbé a szivben €s harantcsikolt izomban

volt kimutathatd. Sejten beliili elhelyezkedését tekintve a SCAI-t féleg a nucleusban irtak

35



DOI:10.14753/SE.2019.2266

le, de kisebb mértékben a cytoplasméban is jelen volt. A tovabbiakban azt vizsgaltak,
hogy a SCAI hogyan vesz részt a Dial jelatvitelében, hogyan hat az SRF funkcidjara. A
SCALI jelenléte 6nmagéaban nem befolyasolta az SRF-reporter aktivitasat luciferaz assay-
vel végzett kisérletek soran, de a szérum altal kivaltott SRF-aktivitast mar gatolta. Ha egy
N-terminalison trunkalt SCAI-varianst hasznaltak, a fenti hatas nem volt megfigyelhetd.
Tovabb vizsgalva a SCAI lehetséges célpontjat, aktiv RhoA, Dial ¢és p-actin
koexpresszios modelleket hoztak 1étre, amelyekben szintén SRF-inhibiciot figyeltek meg.
Ezek alapjan a szignaltranszdukcios kaszkad késObbi pontjat vizsgaltak, az egyik
lehetséges pont a MAL volt. A MAL ¢és a SCAI kotranszfekcioja soran az SRF aktivitasa
csokkent, szinte teljesen eltlint. Tovabbi kisérletekkel bizonyitottdk, hogy a SCAI a
MAL-nak specifikus szabalyozoja, vizsgaltak, hogy milyen kdlcsonhatéssal éri el hatasat.
Az epitdp taggelt MAL-valtozatok, valamint a kiilonb6zd SCAI delécids mutansok
vizsgélatabol kideriilt, hogy a B/Q régioban a MAL két szomszédos — de kiilonb6zo —
kotohellyel rendelkezik a SCAI és az SRF szamara. Szintén fontos megfigyelés, hogy
csak a sejtmagban elhelyezkedd SCAI volt képes gatolni a MAL kozvetitette SRF-
aktivaciot. Igazolni lehetett azt is, hogy a SCAI nem a MAL szérumaktivacid okozta
Kortikalis neuronokban activin hatdsra a SCAl-koncentracio a sejtmagban csokkent, a
cytoplasmaban ezzel parhuzamosan emelkedett. A SCAI kivédte az activin okozta SRF-
aktivaciot — ezt a kontrollsejtekben is észlelték — ugyanezt a hatdst CREB medialt
transzkripcid sordn nem tapasztaltak. Emellett megfigyelték a SCAI szabalyozé szerepét

a dendritek megjelenésében (Ishikawa és mtsai 2010).
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1.6.2. Metastasis és az EndMT

A tumoros betegek esetében a metastasis megjelenése az esetek tilnyomo tobbségében
terminalis megbetegedést jelent. Az egyesiilt allamokbeli Cancer Institute adatait
Osszevetve (Jemal és mtsai 2005, Siegel és mtsai 2015) lathato, hogy az USA-ban 2005
¢€s 2015 kozott az atlagos tulélés a lokalizalt és regiondlis terjedésti tumorok esetében — a
holyag- és posztatatumorok kivételével — javult. A metasztazissal szovodott esetekben a
tulélés csak néhany tumortipusnal javult, am csupan csekély (< 3%) mértékben (Steeg
2016).

A metastasisképzés 1épései meghatarozott sorrendben zajlanak. El0szor a primer tumor
sejtjei betdrnek a helyi extracellullaris matrix és alapszovet allomanyéaba. Bejutva az
érpalyaba, majd talélvén a transzportot, egy tavoli szervben az ottani parenchymaba
extravazalnak. Az 10j kornyezetben sajat extracellularis matrixot termelve
mikrometasztazisokat hoznak létre, végiil jraindul a proliferativ program, ami végiil

makroszkoposan is észlelhet tumortomeget hoz létre (Valastyan és mtsai 2011).

Az extravazacid foként paracellularis transedothelialis migracioval zajlik (TEM), a VE-
cadherin-komplexeket a tumorsejtekbdl felszabaduld faktorok bontjak fel. Az igy
kialakul6 réseken keresztiil jutnak ki a parenchymaba a tumorsejtek (Heyder és mtsai
2002, Fazakas ¢és mtsai 2011).

A tumorsejtek az utjukba keriilo sokféle hatarolo elem lekiizdéséhez tobbféle molekulat
termelnek. A TGF csalad szamos izofomrajanak részvételét irtadk le kilonbozo
daganatok kialakulasaban és az attétképzésben (Padua és mtsai 2008, Huang és mtsai
2009, Lin és mtsai 2018). Az egyik agressziv bérdaganat (melanoma) esetében a TGF-p1
és TGF-B2 koncentracidja megemelkedett a sejtekben (Krasagakis és mtsai 1998).
Emellett azt is megfigyelték, hogy a TGF-B1-koncentracid a metastasis kialakulasanak

kezdetén hirtelen megemelkedik a szérumban (Kao és mtsai 2009).

A metastasisok kozott is egyedi kérdést jelentenek az idegrendszerben megjelend
rosszindulati daganat attétek. Az intracranialis metastasisok a felndtt tumoros populaciéd
kb. 10-20%-ban fordulnak el6, a primer agydaganatok incidenciaja a teljes intracranialis
térfoglalasok kozott kb. 10% (Platta és mtsai 2010). Az agyi metastasisok esetében a

primer daganat leggyakrabban a tiidoben, emlében, vesében, illetve melanoma
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formajaban alakult ki (Barnholtz-Sloan és mtsai 2004).
A kozponti idegrendszerbe a tumorsejtek a véraram utjan jutnak. A vér-agy gaton torténd

athaladas modjat egyelére nem sikertiilt teljesen megismerni (Wilhelm és mtsai 2013).

Az endothelsejtek hatarold funkciojat a tumorsejtekbdl szarmazo citokinek — igy pl. a
TGF-B — rontjdk, valamint az endothelsejtekben olyan szignalizacios utvonalakat
aktivalnak, amelyek pl. a VE-cadherin-komplexeket megszakitjak (Weis és mtsai 2004,
Fazakas mtsai 2011), ennek kovetkeztében az endothelsejtek morfologiaja megvaltozik
(Heyder mtsai 2002). Az endothelsejtekben a cytoskeleton Gjraszervez6dését, motilitas
fokozodasat szintén kivalthatjak a tumorsejtek (Rousseau és mtsai 1997, Weis mtsai
2004).

Mindezen megfigyelések az EndMT folyamataban is kovethetdk, igy azt a hipotézist

allitottuk fel, hogy az endothelsejtek nem pusztdn ,elszenved6i” a tumoros

crer

Az endothelsejtek expresszids mintdzata a metastasis soran megvaltozik, fenotipusuk
mesenchymalis iranyba tolodik, kontraktilitdsuk fokozodik. A valtozésok Osszessége
alapjan feltételezhetd, hogy az extravazacio soran EndMT segitségével kiizdik le a

metasztatikus sejtek a vér-agy gat jelentette akadalyt.
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1. Célkitiizések

Csoportunk korabbi munkaja soran néhany olyan 1j jelatviteli mechanizmust jellemzett,
amelyek a TGF ¢és a kettos sériilés hatasara létrejové EMT-t és a markerként hasznalt
SMA-expressziot szabalyozzak. E folyamatok kozponti elemének az MRTF dependens
szignalizacio és fehérjeexpresszio szabalyozasa igazolodott. A kozelmultban felfedezett
SCAIl-fehérje az MRTF-ek inhibitoraként valt ismertté tumoros modellekben. Ezek
alapjan felmertilt annak lehet6sége, hogy a SCAI-fehérjének az EMT folyamataban és a
vesefibrosisban is fontos szerepe lehet. Munkam egyik célkitiizése a SCAI vizsgalata volt

e modellekben:

1. In vitro modellben vizsgalni kivantuk, hogy a SCAI hogyan befolyasolja a TGF-
B1 és az Angiotensin Il hatasait, illetve a kiillonboz6 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-B1l kezelés, illetve in vivo az UUO
(Unilateral ureter obstruction), valamint az allograft rejekci6 kivaltotta fibrosis
befolyasolja-e a SCAI- expressziot.

4. Vizsgalni kivantuk, hogy a SCAI az EndMT, illetve iPS-reprogramalas soran

jelezheti-e az endothel/epithel fenotipust.

A metasztatikus extravasatio soran az endothelsejtekben szamos valtozas jon létre. E
valtozasok egy EndMT-hez hasonloak, ezért egy hipotézist allitottunk fel, ami szerint
szorosan kapcsolodo endothelsejteket tartalmazo erekben — a tiiddében vagy az agyban —
metasztatikus extravasatio soran egy EndMT jon létre. E hipotézist vizsgalod
modelliinkben arra kerestiik a véalaszt, hogy a metastasisképzés soran az extravasatioban

szerepet jatszhat-e ez a folyamat. Ezért vizsgalni kivantuk, hogy:

1. Invitro agyi endothelsejteken TGF-B1-hatasra EndMT jatszodik-e le.
2. Tumoros sejtek képesek-e TGF-dependens modon EndMT-t indukalni agyi
endothelsejtekben.
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111. Modszerek

I11.1. Sejtkultara és kezelések

A Kisérleteink soran hasznalt sertés proximalis tubulus epithelsejtek (LLC-PK1) a nyul
angiotensin Il 1-es tipust receptort (AT) stabilan expresszaljak. A sejtek CL4 klonja dr.
R. Harris ajandéka volt (Burns és mtsai 1995). A tenyésztéshez alkalmazott Dulbeco’s
modified Eagle’s mediumot (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 10%-0s magzati
marhaszérummal (FBS) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ¢és 1% penicillinnel-
streptomycinnel egészitettiik ki. A sejteket 6 vagy 24 lyuku csészes sejttenyészto talcan
tenyészettiik, majd a kisérletekben leirt modon kezeltiik. A tartés Ca*-megvonashoz a
sejteket haromszor PBS-el (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) mostuk, majd alacsony Ca?*-
tartalmi Dulbeco’s modified Eagle’s mediumban inkubaltuk. A kontrollmintékat

szérummentes, Ca®*-ot tartalmaz6 Dulbeco’s modified Eagle’s mediumban tenyésztettiik.

A primer patkany agyi endothelsejteket (RBEC) kéthetes Wistar patkanyokbdl (Toxi-
Coop, Budapest, Magyarorszag) izolaltuk. Ez a hazai és nemzetk6zi ajanlasoknak
megfeleléen tortént. Az erre vonatkozo protokollt a Csongrad megyei Regionalis
Allategészségiigyi és Elelmiszervizsgalati Feliigyelet felillvizsgalta és engedélyezte
(engedélyszam: XV1/2980/2012).

Az agyi kéregallomanyt szétbontottuk és két 1épésben, kollagenazzal (Sigma, Budapest,
Magyarorszag) és kollagenazzal/diszpazzal (Roche, Budapest, Magyarorszag)
emésztettik. A mintdkat 10 percig, 1000 g-vel Percollban (Sigma, Budapest,
Magyarorszag)  centrifugaltuk. A mikroér-toredékeket  Osszegyljtottik, S
fibronectin/kollagén fedett sejttenyészté edényekbe helyeztik. Az endothelsejtek
tenyésztés¢éhez DMEM/F12 (Sigma, Budapest, Magyarorszag) médiumot hasznaltunk,
amit 10%-os plazma eredetli szérummal (PDS, First Link, Wolverhampton, Egyesiilt
Kiralysag), bFGF-fel (Basic fibroblast growth factor), heparinnal, insulin-transferrin-
selenite-tel (Sigma, Budapest, Magyarorszag) egészitettiink Ki.

Az emberi koldokzsinér-vénabol szarmazo endothelsejteket (HUVEC) a korabbiaknak
megfeleld modon izolaltuk (Bodor és mtsai 2012). A mintakat a Semmelweis Egyetem

Il. Sz. Sziilészeti és NOgyodgyaszati Klinikatol kaptuk. A beleegyezd nyilatkozatot és a
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mintakezelést a Semmelweis Egyetem Regiondlis, Intézményi Tudomanyos &s
Kutatasetikai Bizottsaga (Budapest, Magyarorszag) hagyta jova (TUKEB 126/2014). A
HUVEC-sejteket kollagenaz (Sigma, Budapest, Magyarorszag) kezeléssel kiilonitettiik
el. Ezt kovetden 0.5%-0s zselatinnal fedett sejttenyésztd flaskdkban ndvesztettiik ezeket
Az ehhez hasznalt M199 médiumot (Sigma, Budapest, Magyarorszag) 15%-0s
borjimagzat-szérummal (FBS, Sigma, Budapest, Magyarorszag), 100 I1U/mL
penicillinnel (Sigma, Budapest, Magyarorszag), 100 ug/mL streptomycinnel (Sigma,
Budapest, Magyarorszag), 7.5 IU/mL heparinnal (Merckle, Ulm, Németorszag), 2 ng/mL
EGF-fel (R&D Systems, Abbington, Egyesiilit Kiralysag), valamint 250 pg/ml —
endothelsejt-névelé  faktorral (R&D Systems, Abbingtin, Egyesiilt Kiralysag)

komplettaltuk. A sejteket 2-4 passzalas utan hasznaltuk kisérleteinkhez.

A B16/F10, ragcsalo-melanomasejteket RPMI-ben (Sigma, Budapest, Magyarorszag)
tenyésztettiik, a médiumot 5%-0s FBS-sel (Lonza, Basel, Svajc) és Glutamaxszal (Sigma,
Budapest, Magyarorszag) egészitettiik ki.

Az A2058 human melanomasejtek MEM-médiumahoz (Sigma, Budapest,
Magyarorszag) 5%-0s FBS-t 8 (Lonza, Basel, Svajc) és Glutamaxot (Sigma, Budapest,
Magyarorszag) adtunk.

Az SK-BR3, MCF-7 és MDA-MB231 human emlStumorsejteket DMEM-ben
tenyésztettiik, amihez 10%-0s FBS-t (Lonza, Basel, Svajc) adtunk.

A TGF-B1 kezeléseket az egyes kisérleteknél leirtaknak megfeleléen 10 ng/mL
koncentracioban, illetve a kontrollsejteknél vivoanyaggal végeztiik. Az angiotensin |1
(Sigma, Budapest, Magyarorszag) kezeléseket az egyes kisérleteknél leirtaknak
megfelelden 10”'M koncentracioban, vagy a kontrollsejteknél vivoanyaggal folytattuk le.
Inhibitoros kisérleteinknél a sejteket 10'M koncentracidban egy oran keresztiil
candesartannal (Astra Zeneca, Molndal, Svédorszag), vagy az MRTF szignalizaciot gatlo
CCG-1423-mal (Evelyn és mtsai 2007) (Merck Chemicals, Darmstad, Németorszag)

kezeltiik elo.
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A RBEC-sejtek kezeléséhez a tumorsejtekkel kondicionalt, szérummentes DMEM/F12-
médiumot 24 oras inkubalast kovetéen gyiijtottiikk. A latens TGF-B-t héaktivaltuk (80°C,
10 perc). A PDS-t a nem aktivalt, illetve aktivalt, kondicionalt médiummal vald kezelés
elétt adtuk hozza a RBEC-sejtekhez. A HUVEC sejtek kondicionalasahoz M199
médiumot hasznaltunk, melyet szérummentesen, 24 6ra inkubalast kdvetden gyiijtottiink.
Az FBS-t a nem aktivalt, illetve aktivalt, kondicionalt médiummal valé kezelés el6tt adtuk

hozza a HUVEC-sejtekhez.

A human iPS-sejtek reprogramalasat a korabbiakban leirtaknak megfelelden végeztiik
(Grabundzija és mtsai 2013, Sebe és mtsai 2016). Matrigellel (Corning Incorporated Life
Sciences, Tewksbury, MA, USA) fedett, 6 csészés sejttenyészté edényekben, MTeSR 1
(Stem Cell Technologies) médiumban harom iPS sejtvonalat ndvesztettiink. A sejteket
37°C-os, parasitott sejttenyészté inkubatorban tenyésztettiik, 5%-0s CO2 koncentracio

mellett.

111.2. Plazmidok

A 765 bazispar hosszisagu patkany-SMA-promotert tartalmazé PA3-Luc-vektor dr.
Raphael Nemenoff (University of Colorado, Denver, CO, USA) ajandéka volt. A fenti
szakaszt a PA3-Luc szentjanosbogar luciferaz plazmidba szubklonoztak (Garat és mtsai
2000). A 765 bazispar (-713+/52) hosszusagh patkany SMA-promoter cis-elemei kozott
SRE- kot6 motivumok vannak (CArG A és CArG B boxok), egy TCE-t, egy TATA box,
valamint két E box.

A p152-SMA-Luc-reporter-konstrukcié az SMA promoter 152 bazispar hossziisagu
szakaszat tartalmazza pGL3 vektorba klonozva, ami Sem H. Phannak (University of
Michigan Medical School, Ann Arbor, MI, USA) ajandéka. A transzfekcios hatékonysag
mérésére belso kontrollként (Promega; Madison, WI, USA) timidin-kinaz hajtotta Renilla
luciferaz vektort (pRL-TK) hasznaltunk.

A Green fluorescent proteinnel (GFP) taggelt, vad tipusia SCAI-t (GFP-SCAI) és a szintén
GFP-taggelt, N-terminalison csonkolt SCAI-varianst (GFP-SCAIAnt) dr. Robert Grosse-
nak (University of Heidelberg, Heidelberg, Németorszag) koszonhetjiik (Brandt mtsai
2009).

A FLAG-gel jelolt MRTF-A-t és MRTF-B-t dr. Eric N. Olson (University of Texas,
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Dallas, TX) bocsatotta rendelkezéstinkre (Wang mtsai 2001).

A GFP-taggelt, konstitutivan aktiv Racl-et (Q61L, CA-Racl), valamint konstitutivan
aktiv Cdc42-t (Q61L-Cdc42) Dr. Gary M. Bokochnak (The Scripps Research Institute,
La Jolla, CA, USA) kdszonhetjiik (Subauste és mtsai 2000).

111.3. Tranziens transzfekcio, luciferaz promoteraktivitas assay

Az LLC-PK1 sejteket 6 csészés sejttenyésztd talcan novesztettiik, és kozel konfluens
allapotban FuGene 6 reagens (Roche, Mannheim, Németorszag) hasznalataval
transzfektaltuk 1 pg DNS / 2.5 pL reagens aranyban. A promoteraktivitas
meghatarozasdhoz 0.5 pug promoter konstruktot, 0.05 pg pRL-TK-t és 2 pg iires vektort
(pcDNA3.1), vagy a vizsgalt konstruktot kotranszfektaltuk. A transzfekcid el6tt a
szlikséges mennyiségli FuGene 6-ot szérum és antibiotikummentes OptiMEM
médiummal kevertiik, majd 5 percig inkubaltuk. Ehhez hozzaadtuk az elkészitett
plazmidkeverékeket, majd az oldatot tovabbi 15 percig pihentettiik. A sejttenyésztd
edényeket az igy elkésziilt DNS-FuGene6-OptiMEM-koktéllal kezeltiik csészénként 100
puL mennyiségben. 24 o6ras inkubacios id6 utan a sejteket haromszor mostuk PBS-sel,
majd — kalciumot tartalmazo6 vagy kalciummentes — szérummentes médiumban a sejteket
négy oraig inkubaltuk. Ezutan a sejteket TGF-Bl-el (10 ng/mL), vagy vivéanyaggal
kezeltiik, és tovabbi 16 oran keresztiil inkubaltuk. Ezt kovetden a sejteket hideg PBS-szel
mostuk, végiil csészénként 150 pulL Passive Lysis Bufferrel lekapartuk ezeket. Mintainkat
fagyasztas (-80 °C) / olvasztas (+37 °C) ciklusokat kovet6en centrifugalassal tisztitottuk
(12000 RPM, 5 perc, 4°C). A szentjanosbogar- és Renilla luciferaz-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. A 20 pl-es
mintdkhoz a mérés soran mindkét pufferbdl egyenkeént 100-100 pl-t adtunk. A mintdk
szentjanosbogar- luciferaz-aktivitasat elosztottuk azok Renilla-luciferdz aktivitasaval,
ezzel standardizalva a sejtszamkiilonbségbdl és a transzfekcios hatékonysagbol adodo
szorast. Minden kezelés esetén duplikatumokat mértiink, és minden kisérletet legalabb

haromszor végeztiink el. Az eredmények atlagot és standard hibat jeleznek.
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111.4. GFP-SCAI-t stabilan expresszald sejtek

Az LLC-PK1 sejteket 1 ug GFP-SCAI-plazmiddal és 3 pL. FuGene6 (Roche, Mannheim,
Németorszag) reagenssel transzfektaltuk. Harom nappal a transzfekcio utan a sejtek
szétvalogatasat a GFP-fluoreszcencia alapjan Aria High Speed Cell Sorter (Becton-
Dickinson, San Jose, CA, USA) rendszerrel végeztiik. A kiszelektalt GFP-t expresszald
sejteket tovabb tenyésztettiik, majd 4 és 8 héttel a transzfekcid utan ismét szétvalogattuk.
Harom ciklus utan a megmaradt sejtpopulacio szinte kivétel nélkiil GFP-SCAI-t stabilan
expresszalod sejtekbol allt, ezt flow cytometriaval igazoltuk FACSCalibur flow cytometer
és CellQuest szoftver (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA,

USA) segitségével. Propidium-jodid-festéssel sziirtiik ki az ¢letképetelen sejteket.

I11.5. Antitestek és reagensek

A kisérleteink soran hasznalt anti-aSMA, anti-f-actin, anti-a-tubulin antitestek a Sigma
(Budapest, Magyarorszag) termékei voltak. Az anti-E-cadherin, anti-calponin, és a
peroxidaz-konjugalt, kecskében termeltetett antitestek a Dako (Glostrup, Dania)
termékei. Az anti-CTGF-antitest a Santa Cruz Biotechnology (Santra Cruz, CA, USA)
terméke. Az anti-glyceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) a Milliporetol
(Billerica, MA, USA) szarmazott. Az UUO-modellb6l szarmazo6 vesemintak Western blot
vizsgalatahoz hasznalt anti-SCAI-t az Abcam-t61 (Cambridge, MA, USA) szereztiik be.
A peroxidaz konjugalt antiegér msodlagos antitest a Jackson Immunoresearch
Laboratories Inc. (West Grove, PA, USA) és az antinyl masodlagos antitest a Cell
Signaling (Danvers, MA, USA) terméke.

Az agyi endothelsejtek vizsgalatahoz a kovetkezd antitesteket és reagenseket hasznaltuk:
claudin-5 (Zymed/Life Technologies), occludin (Transduction Laboratories, Franklin
Lakes, NJ, USA), VE-cadherin (Cell Signaling, Danvers, MA, USA), N-cadherin
(Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA), Ppl-integrin (Santa Cruz
Biotechnologies, CA, USA), fibronectin (Sigma, Budapest, Magyarorszag), calponin
(DAKO, Glostrup, Dania), SMA (Sigma, Budapest, Magyarorszag), a-tubulin (Sigma,
Budapest, Magyarorszag), SRF (Santa Curz Biotechnologies, CA, USA), phospho-
Smad2/Smad3 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), Smad2/Smad3 (Cell
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Signaling Technology, Danvers, MA, USA). A peroxidaz-konjugalt antiegér és antinytil
szekunder antitestek a Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA) termékei. Cy3-
jelolt antiegér és antinyul antitesteket a Jackson ImmunoResearchtél (Newmarket,
Egyesiilt Kiralysag) szereztiik be. Az SB-431542 Sigma, az Y-27632 Tocris (Bristol,
Egyesiilt Kiralysag) termék.

A gatl6 hatasu anyagot tartalmazo kisérletekhez a kontrollsejteket vivoanyaggal kezeltiik.

I11.6. 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 Rivertol
(Munich, Németorszag) rendelték, és a Semmelweis Egyetem allathazaban tenyésztették.
Tartasuk soran szokvanyos ragcsalotaplalékot kaptak és vizet pedig ad libitum. Minden
allatkisérlet a Semmelweis Egyetem szabalyainak és a jogszabalyi el6irasoknak
(1198/XXVII tv. Az allatok védelmér6l ¢és kiméletérél, 243/1998(XI1.31)
Kormanyrendelet az allatkisérletek végzésérdl) megfeleléen tortént.

Az egerek tomege atlagosan 25.5 (SD + 2.0) gramm volt, anesztézidjukhoz
intraperitonealis injekcio formajaban ketamin (100 mg/ttkg) és xylazine (8mg/kg) koktélt
hasznaltak. UUO-t 8 egyeden alkalmaztak, a veséket median laparotomian keresztiil
kozelitették meg. A bal uretert a vesekapu alatt 6.0-as selyem varrattal ligaltak, igy teljes
obstrukciot hoztak 1étre. A hasi seb zarasat kovetden 14 napig figyelték meg az allatokat.
Ezutan éter (Reanal, Budapest, Magyarorszag) anesztézia, heparinizacido (Sandoz,
Holzkirchen, Németorszag) mellett felaldoztak 6ket. Vérmintat a vena cava superiorbol
nyertek, a heparinizalt vérb6l centrifugalassal (4°C-on, 400 x g, 10 perc) kiilonitették el a
plazmafrakciot. Az allatokat 20 ml-es fecskendd és 18 G-s ti segitségével 20 milliliter
jéghideg HBSS-szel (Sigma, Budapest, Magyarorszag) perfundaltak. Az obstrualt bal és
az ¢érintetlen jobb vesét eltavolitottdk, a veseszdvetet Osszegyljtotték. Az igy nyert

mintakat el6készités utdn Western blottal vizsgaltuk.
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I11.7. 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
Rivert6l (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 allathdzdban. A
hibrid allatok tartasa soran szokvanyos ragcsalotaplalékot kaptak és vizet pedig ad
libitum. Az LBN patkanyok szolgaltak vesegraft-donorként, a Lewis-patkanyok
recipiensként. Minden kisérleti eljarast a hatalyos magyar jogszabalyoknak, valamint az
amerikai Nemzeti Egészségligyi Intézet laboratériumi allatok tartasardl és
felhasznalasarol szolo iranyelveinek megfeleléen végeztek. A kisérleti protokollt a
Semmelweis Egyetem Etikai Tanacsa (Budapest, Magyarorszag) a laboratoriumai allatok
tartasarol és felhasznalasarol szold torvényi eldirdsok alapjan hagyta jova (XIV-I-
001/2012-4/2012).

Az éllatok anesztézidjat Na-pentobarbitdllal (Euthasol 40%, Produlab Pharma,
Raamsdonksveer, Hollandia) 60 mg/ttkg dozisban végezék. A transzplantaciot a
korabbiakban leirtaknak megfelelden folytattak le (Hamar és mtsai 2000, Hamar és mtsai
2005).

A nem transzplantélt, intakt jobb oldali vese szolgalt kontrollként az LBN allatokban. A
bal oldali vese ereit izolalas és lefogas utan 4°C-os hideg transzplantacios puffer oldattal
perfundaltak. Ezt kovetden a vesét eltavolitottik, €s ortotopikus helyzetben a recipiens
bal oldali veséjének helyére — amit el6zéleg a veseerek izolalasa és lefogasa utan
eltavolitottak — Tiltettek be. Az arteria renalis, vena renalis és az ureter end-to-end
anastomosisat 10-0-s prolén varrattal készitették el. A teljes graft ischaemiat 30 percben
hataroztdk meg. Immunszupressziot nem  alkalmaztak. A  posztoperativ
fajdalomcsillapitast 2.5 mg/ttkg dozisban, subcutan beadassal morfin-hidrokloriddal
(Buprenorphine, Alstoe Limited, Sheriff Hutton, York, Egyesiilt Kiralysag) végezték. A
fertdzéses szovodmények kivédésére 25 mg/ttkg dozisban ceftriaxont (Rocephine, Roche
Hungary Ltd., Budadrs, Magyarorszag) alkalmaztak. A masodik posztoperativ napon a
jobb oldali, érintetlen veséket eltavolitottak. Ezt kovetden naponta megmérték az allatok

testtomegét, Osszegylijtotték az lritett vizeletet, és a farokvénabol vérmintat vettek. A
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szérum ¢s vizeletmintakat a tovabbi mérésekig -80°C-on taroltak. Isofluran narcosis
mellett az aorta abdominalis szakaszabol a patkdnyokat kivéreztették, és a sziven
keresztiil az éallatokat fiziologias sooldattal perfundaltdk. A vesegraftokat ezutan
eltavolitottak és folyékony nitrogénben hirtelen fagyasztottak, majd a késébbi Western
blot vizsgalatokhoz -80°C-on taroltak. A kisérleteket a negyedik és a hetedik

posztoperativ napokon zartak le.

111.8. Kvantitativ real-time PCR vizsgalat

A vizsgalatokhoz a HUVEC-, illetve iPS-sejteket PBS-szel egyszer mostuk, majd — a
gyart6 elbirasainak megfeleléen — az RNS-t TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
segitségével izolaltuk. 2 pg RNS keriilt reverz transzkripciora (High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, Apllied Biosystems, Forster City, CA, USA), random
primerekkel. A PCR-reakciokat 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
idétartamokat alkalmaztunk 40 cikluson keresztil. A reakcid specificitasat és
hatékonysagat olvadasi és standardgérbe-analizissel igazoltuk. Az atlagértékeket a 2-
AACt segitségével irtuk le. Minden kisérletet paArhuzamosan harom mintaval végeztiink,
¢s minden kisérletet két alkalommal ismételtiink meg. A primer szekvencidk a
kovetkezék  voltak:  mSCAIl  forward:acccctgttcatcgtigty, mSCAI  reverse:
cgagtggctgtccaaacaa, mMGAPDH  forward:  ctttgtcaagctcatttcctgy, mGAPDH
reverse:tcttgctcagtgtccttge, hSCAI forward: cgggaaacacgaaattatcc, hSCAI reverse:
gcttctggagatgaggattctc, hE-cadherin forward:ggctggaccgagagagtttc, hE-cadherin reverse:
cctgacccttgtacgtggtg, hNanog forward: acctcagctacaaacaggtgaag, hNanog reverse:
agagtaaaggctggggtaggt, hGAPDH forward: cccttcattgacctcaacta;hGAPDH reverse:
ccaaagttgtcatggatgac, h18S forward:ccccatgaacgagggaatt, h18S reverse:

gggacttaatcaacgcaagctt.

47



DOI:10.14753/SE.2019.2266

I11.9. Western blot

A sejteket 3 cm-es csészékben 100%-o0s konfluencia eléréséig novesztettiik, TGF-1-gyel
vagy kalciummegvonassal stimulaltuk. A sejteket jéghideg PBS-szel mostuk, majd Triton
Lizis Pufferban (30 mmol/L HEPES (pH 7,4), 100 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EGTA, 20
mmol/L NaF, 1% Triton X-100, 1 mmol/L NasVOs, 1 mmol/L Fenil-metil-szulfonil-
fluorid (PMSF), és 20 mL/mL proteazgatlé koktélban (Pharmingen, San Diego, CA,
Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) hataroztuk meg, ennek soran 10 mL mintdhoz 1
ml bicinkoniniksavas (BCA) reagenst adtunk, majd 37 °C-on 30 percig inkubaltuk, és ezt
kovetden abszorbanciat Beckton Dickinson spektrofotométerrel 562 nm-en mértiink. Az
egyes abszorbanciaértékekhez tartozo fehérjekoncentracidt marhaszérum-albumin

higitasi sorral készitett standard gorbe alapjan allapitottuk meg.

cre

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

A mintakat Mini Protean Il és III apparatussal (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) 10-12%-os redukaldé SDS-poliakrilamid géleken szeparaltuk. A mintakbol azonos
mennyiségli (20 mg) fehérjét toltottiink a gélekre, majd 70 V és 100 V fesziiltségen
futtattuk (50 mM TRIS (pH 8,3), 196 mM glicin, 0,1% SDS). A fehérjéket szeparalodas
utan Towbin-féle transzfer pufferben (25 mM TRIS, 192 mM glicin, 20% metanol, pH
8,3) 350 mA aramerdsséggel, 90 percig nitrocellul6z membranra (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) transzferdltuk. A transzferdlads mindségét a membran Ponceau S
(Sigma, Budapest, Magyarorszag) festésével ellendriztiik. A membranokat 1 Ordn
keresztiil 5% albumint (Sigma, Budapest, Magyarorszag) tartalmazo T-TBS oldatban
(0,1% Tween 20, 20 mM TRIS, 137 mM NaCl) blokkoltuk. Ezutan révid T-TBS-sel
végzett mosas kovetkezett, majd a membranokat hiitdgépben +4 °C-on egy éjszakan at
els6dleges antitestet tartalmazé oldatban inkubaltuk. Az antitesteket 0,5% albumint
tartalmazo TBS oldatban higitottuk (altaldban 1:1000 higitast hasznaltunk). Ezt kvetoen
a membranokat 3-szor 10 percig T-TBS-oldattal mostuk, majd a megfelelé torma-
peroxidazzal konjugélt masodlagos antitesttel inkubaltuk ujabb 90 percig (altalaban

1:2000 higitast hasznaltunk). Végiil a membranokat T-TBS-sel alaposan mostuk, és a
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peroxidaz-pozitiv csikokat elektrolumineszcens érzékeld rendszerrel (Thermo Scientific,

Waltha, MA, USA) jelenitettiik meg.

I11.10. Microarray alapu génexpresszids-analizis

A génexpresszids 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-
kultaras vizsgalataibol szarmaznak (elérési szam: GSE8699). A génexpresszios szintek
kiilonbségét kizarolag HUVEC valamint a HUVEC és 1205LU melanoma sejt ko-
kultaraja kozott vizsgaltuk. A két adatcsoport vizsgalatakor azokat a géneket figyelembe
véve, melyek detektalasi p értéke kisebb, mint 0.05 volt, és expressziods szintjiik legalabb

masfélszeres valtozast mutatott.

I11.11. Statisztikai elemzés

A transzfekcios kisérletek soran minden mérést duplikatumban végeztiink, és legalabb
harom alkalommal ismételtiink. Az eredmények feltiintetésekor az atlagot és a standard
deviaciot jeloltiik. A kezelt és kezeletlen csoportok luciferdz aktivitasat (relativ
promoteraktivitast hasonlitottuk dssze.

A kvantitativ RT-PCR vizsgalatainkban biologiai triplikatumokat hasznaltunk, az
eredmények elemzéséhez Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk.

Western blot vizsgélatainkat legalabb harom alkalommal ismételtiik, az eredményeket

egy-egy reprezentativ képpel mutatom be.
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IV. Eredmények

IV.1. A SCAIl-fehérje szerepe proximalis tubulus sejtek epithelialis mesenchymalis
transitiojaban

Kutatocsoportunk korabbiakban részletesen vizsgalta az EMT-t LLC-PK1 (proximalis
tubulus) sejteken. Tumoros in vitro modellekben ismert volt a SCAlI MRTF-et gatlo
szerepe. Kisérleteink soran arra szerettiink volna fényt deriteni, hogy a SCAI milyen
szerepet jatszik az EMT fibrosishoz vezetd folyamataban.

A SCAl-fehérje korabbi ismereteink alapjan gatolta a TGF-Bl-kezelés okozta SMA-
promoteraktivaciot, a pontosabb hatismechanizmus megismeréséhez tovabbi in vitro
kisérleteket végeztink. GFP-SCAI-t stabilan expresszaldo LLC-PK1-sejteket hoztunk
létre, melyeket TGF-B1-kezelést kovetden Western blottal vizsgaltunk (4. abra). A TGF-
B1-kezelés nagyfoku SMA-expressziot eredményezett, mig a SCAI-t tartosan expresszald
sejtekben SMA-expresszio alig volt észlelhetd (4. abra, A). CArG promoter-szekvencia
altalt szabalyozott EMT marker calponin-expressziot is megvizsgaltuk ebben a
modellben. A SCAI-t stabilan expresszald6 LLC-PK1 sejtekben (LLC-PK1/GFP-SCAI)
haromnapos TGF-B1-kezelést kdvetden a calponinexpresszio kisebb volt a kontroll LLC-
PK-sejtek calponinexpresszidjahoz hasonlitva (4. abra, B). Ezzel parhuzamosan a SCAI
gatolta az E-cadherin-expresszio csokkenését is (4. abra, C). A TGF-B1-kezelés hatasara
CTGF- expresszio kovetkezett be, ami az LLC-PK/SCAI-sejtekben kisebb mértéki volt
(4. abra, D).
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4. abra: A SCAI gatolja a TGF-B1 kivaltotta SMA-, calponin- és CTGF-expressziot.

Emellett a SCAI-t stabilan expresszal6 sejtek megdrizték az E-cadherin kifejez6dést. A:
SMA-expesszi6 LLC-PK1/GFP-SCAI sejtekben 3 napos TGF-B1-kezelését kdvetden.
Western blot analizis. Az SMA-fehérje-expressziot a SCAI gatolta. (LLC-PK + TGF-B1
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vs. LLC-PK/SCAI + TGF-B1, 0,6 +0,15 vs. 0,15 £0.05) B: 3 napos TGF-B1-kezelés
calponinexpressziot hozott 1étre LLC-PK1 sejteken. A calponinexpressziot a SCAI
jelenléte gatolta (LLC-PK + TGF vs. LLC-PK/SCAI + TGF, 0,47 £0,08 vs. 0,14 £0,05).
C: A TGF-B1-kezelés LLC-PK1 sejtekben az E-cadherin-expressziot csokkentette, ezt a
hatast a SCAI jelenléte gatolta (LLC-PK + TGF vs. LLC-PK/SCAI + TGF, 0,005 + 0,002,
vs. 0,01 £0,003). D: A TGF-B1-kezelés LLC-PK1 sejtekben CTGF-expressziot hoz létre,
mely hatast a SCAI csokkentette. (LLC-PK + TGF-B1, 0,07 + 0,01 vs. 0,05 +0,006).

Western blot, kvantifikacio digitalis képanalizissel.

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-promoteraktivacidé nem
jelentkezett (5. abra).
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5. abra: A SCAIl-fehérje gatolja az MRTF-A és MRTF-B okozta SMA-promoter-
aktivitas novekedését. A: Az LLC-PK1 sejteket SMA-promotert tartalmazo luciferaz
konstrukttal és MRTF-A-t expresszalo vektorral kotranszfektaltuk. B: A sejteket SMA-
promotert tartalmazo luciferaz konstrukttal és MRTF-B-t expresszald vektorral
kotranszfektaltuk. Az abrak a luciferaz assayvel mért relativ promoteraktivitast jelzik +
SD (MRTF-A; 87,97 + 5,04 vs. 16,53 + 5,78, MRTF-B; 68,61 + 15,33 vs. 16,43 £+ 1,54).
(p<0,05)
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Az SMA-promotert az MRTF-SRF-tutvonalon keresztiil az Un. kis GTPaz molekulédk is
szabdlyozzak. A RhoA, Racl, Cdc42 konstitutivan aktiv formdju fehérjét stabilan
epresszald plazmidok transzfekcidoja LLC-PK1 sejtekben SMA-promoteraktivitas-
novekedést hozott 1étre. Ezt a hatast a SCAI-expresszid csokkentette (6. abra).
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6. abra: A SCAI gatolja az SMA-promoter RhoA, Racl, Cdc42 indukalt aktivaciojat.
A: SMA-promoter és konstitutivan aktiv RhoA kotranszfekcioja (10,57 £ 0,69 vs. 3,59 +
0,41).B: SMA-promoter és konstitutivan aktiv Racl kotranszfekcidja (3,69 £+ 0,39 vs.
1,25 + 0,12). C: SMA-promoter ¢s konstitutivan aktiv Cdc42 kotranszfekcidja (10,71 +
1,02 vs. 5,43 + 0,43). Az abrak a luciferaz assay-vel mért relativ promoteraktivitast + SD
jelzik. (p<0,05)

Annak vizsgalatara, hogy a SCAI az MRTF CArG domainen valo hatasat gatolja-e,
tovabbi kisérleteket végeztiink. Ezekhez olyan 153 bazispar hossziusagi SMA- promotert
hasznaltunk, melyen megtalalhato a két CArG elem és a TCE elem, azonban az SBE-k ¢és
az E-box hianyzik (7. abra). A SCAI és a 152 bp hosszasagh SMA-promoter
kotranszfekcidjat kovetéen a TGF-B1l-kezelés a kontrollcsoporthoz viszonyitva Kisebb
SMA-promoteraktivitas-novekedést okozott (7. abra, A). Ugyanez a hatas MRTF-A
kotranszfekcidjat kovetden is megfigyelhetd volt, a SCAI 60%-kal csokkente az MRTF-
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A kivaltotta SMA-promoteraktivitas-ndvekedést (7. abra, B.) MRTF-B kotranszfekcioja
esetén a SCAI 53%-kal csokkentette az MRTF-B kivaltotta SMA-promoteraktivitas-
novekedést (7. abra, C).
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7. abra: A SCAI CArG-fliggd modon gatolja a TGF-B1, MRTF-A és MRTF-B kivaltotta
SMA-promoteraktivitast. A: A SCAI gatolja a TGF-Bl-hatast a pl152-SMA-Luc
promoteren (3,61 £0,44 vs. 1,81 £0,05). B: A p152-SMA-Luc-promoter és az MRTF-A
kontranszfekcidja. A SCAI overexpresszidja csokkentette az SMA-promoter aktivitasat.
C: A p152-SMA-Luc promoter ¢és az MRTF-B kontranszfekcidgja. A SCAI
overexpresszioja csokkentette az SMA-promoter aktivitasat. Az abrak a luciferaz assay-

vel mért relativ promoteraktivitast = SD jelzik. (p<0,05)

A SCAIT hatasainak vizsgalatakor felvetddott annak kérdése, hogy a TGF-f1 befolyasolja-
e a SCAI-fehérje expresszidjat, igy LLC-PK-sejtek haromnapos TGF-B1 kezelését
kovetden Western blot vizsgalatot végeztiink a SCAI fehérje expresszid vizsgalatara.

Eredményeink alapjan a TGF-B1 csokkentette a SCAI kifejezddését az LLC-PK1

54



DOI:10.14753/SE.2019.2266

sejtekben (8. abra, A). Az MRTF expressziot vizsgalva haromnapos TGF-f1 kezelést
kovetden azt tapasztaltuk, hogy az MRTF-A és MRTF-B expresszio is kifejezettebbé valt
(8. abra, B).

A B
3d
Ctrl TGF-1

TGF-B1

O

MRTF-A

SCAI

MRTF-B

8. abra: TGF-p1-kezelés hatasa a SCAI-, MRTF-expressziora LLC-PK1 sejtekben. A:
Haromnapos TGF-fB1-kezelés a SCAI-fehérje csokkent kifejez6déséhez vezetett (0,27 +
0,01 vs. 0,19 + 0.06). B: Haromnapos TGF- Bl kezelés az MRTF-A és MRTF-B

expresszid novekedését eredményezte. Western Dblot, kvantifikacié digitalis

képanalizissel. (p< 0,05)

Vizsgalatunkat in vivo kisérletekkel egészitettiik ki, egér UUO-modellbdl szdrmazo
vesemintakat Western blottal vizsgaltunk (9. abra). Az obstrualt vesékb6l szarmazo
mintakban a SCAIl-koncentracidé csokkent (0,009 + 0,002; UUO, 0,0015 + 0,001), az
SMA-expresszio (0,012 + 0,001; UUO, 0,56 + 0,05, 9. abra B, C) a kontrollmintak

értekeihez viszonyitva nott.
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9. abra: Csokkent SCAI-expresszio UUO-modellben. Western blot analizis.A: C57BL/6
egerekben végzett UUO-kisérlettel a SCAI-expresszid csokkent az obstrualt vesében,
ezzel parhuzamosan az SMA-expresszio drasztikusan nétt. B-C: A SCAI- és az SMA-
expresszio kvantitativ megjelenitése kontroll- és UUO-vesében. A SCAI-koncentracio
csokkent (B; 0,009 + 0,002 vs. 0,0015 + 0.001), az SMA-expresszid nétt (C; 0,012 +
0,001 vs. 0,56 + 0,05). Western blot, kvantifikacié digitéalis képanalizissel. (p<0,05)
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10. abra: SMA- és SCAl-expresszio rejekcios modellben. Western blot analizis. LBNF1-
LEW patkanyok bal vese (BV) allograftjanak ¢és a donor jobb veséjének (JV)
Osszehasonlitasa 4, illetve 7 nappal a transzplantaciot kovetéen. Az SMA-expresszio
novekedése mellett megfigyelhetd a SCAIl-kifejez0dés meredek csokkenése. Western

blot vizsgalat.

Az UUO-t kdvetden egy klinikailag is fontos betegséget, a vesetranszplantaciot kovetd
allograft nephropathiat vizsgéaltuk patkanymodellben. Mintdinkat a 4. és a 7.
poszttranszplantacids napon vizsgaltuk, a korai fibrotikus események megismeréséhez
kontrollként a donorok ¢€p veséjét hasznaltuk. Az SMA fehérjeexpresszio emelkedése
mellett a SCAI-fehérje kifejez6désének drasztikus csokkenése volt megfigyelhetd (10.
abra).
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11. abra: A SCAI hatasa proximalis tubulus sejtek Angiotensin II kezelése esetén.
Luciferaz assay. A: Az ATI receptor antagonista candesartan gatolta az angiotensin II
okozta SMA-promoteraktivitas-novekedést. (2,5 + 0,5 vs. 1,02 £ 0,09, *** p < 0,001,
Mann-Whitney U-test) B: Az MRTF-ek gatlasa csokkentette az angiotensin Il okozta
SMA-promoteraktivitas-novekedést. (2,05 = 0,2 vs. 1,29 + 0,29,** p < 0,01, Mann-
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Whitney U-test) A sejteket SMA- promoterrel és DNMyoC-vel vagy anélkiil
transzfektaltuk. C: A sejtek MRTF specifikus gatloszerével (CCG1423) valo eldkezelés
csokkentette az angiotensin II okozta SMA-promoteraktivitast. (2,23 = 0,15 vs. 1,19 +
0,25, ***p < 0,001, Mann-Whitney U-test) D: A SCAI csokkentette az angiotensin II
okozta SMA-promoteraktivitas-novekedést. (2,6 = 0,43 vs. 1,72 + 0,22, **p < 0,01,
Mann-Whitney U-test) A sejteket SMA-promoterrel ¢és SCAIl-jal vagy anélkiil
transzfektaltuk.

A SCAI sejtplaszticitdsban betoltott tovabbi szerepét vizsgalva a sejtplaszticitasban a
korabbiakban ismertetett LLC-PK1 proximalis tubulus sejteken tovabbi kisérleteket
végeztiink. SMA promotert tartalmaz6 luciferaz riporter konstruktot transzfektalva
angiotensin Il-vel kezeltiik az LLC-PK1 sejteket, ami a promoter kifejez6dését novelte.
Ezt a hatast a candesartan gatolta (2,5 = 0,5 vs. 1,02 + 0,09, p < 0,001, Mann-Whitney U-
teszt, 11. abra, A). A MyoC dominans negativ formajanak kotranszfekciojaval vizsgalni
tudtuk az MRTF-ek szerepét az angiotensin II kivaltotta SMA-promoteraktivacioban (11.
abra, B). A DNMyoC-vel kotranszfektalt sejtekben az angiotensin II hatds kevésbé
markansan jelent meg (2,05 £ 0,2 vs. 1,29 + 0,29, p < 0,01, Mann-Whitney U-test).
Emellett az MRTF-ek specifikus gatloszerével, a CCG-1423-mal torténd elokezelés is
ugyanezt eredményezte (2,23 + 0,15 vs. 1,19 + 0,25, p < 0,001, Mann-Whitney U-test)
(11. abra, C). Végiil — az angiotensin I hatas MRTF kozvetitettségének igazolasa utan —
az SMA-t SCAI-jal kotranszfektaltuk. A SCAI gatolta az angiotensin II kivaltotta SMA-
promoteraktivaciot (2,6 = 0,43 vs. 1,72 £0,22, p < 0,01, Mann-Whitney U-test) (11. abra,
D).
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12. abra: A SCAI mRNS-expresszidjanak csokkenése EndMT-modellben. A HUVEC-
sejtekben 48 oras tumorsejt B16/F10 ACM-kezelést (aktivalt kondicionalt médium)

kovetden csokkent SCAI mRNS-expresszid figyelhetd meg a nem kezelt sejtekhez
képest. (Mann-Whitney U-test, * p < 0,05)

Korabbi kisérleteink soran igazolodott, hogy a SCAl-expresszid6 TGF-B1-hatasra
csokken, majd az EndMT-re iranyul6 vizsgalatokkal a tumorsejttel aktivalt médium
hatasa TGF-B1-fiiggének bizonyult. HUVEC-sejtek B16/F10 ACM-mel (aktivalt
kondicionalt médium) torténd kezelését kovetden vizsgaltuk a SCAI mRNS mennyiségét
(12. abra), ami 48 oras kezelést kovetden szignifikansan csokkent (Mann-Whitney U-
test).
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13. abra: Fibroblastok iPS reprogramalasanak hasonlosaga a mesenchymalis epithelialis
transitioval, mMRNS-expresszio. A-B: A fibroblast sejtek nem expresszalnak Nanogot és
E-cadherint. Az iPS-sejtek ezzel szemben kifejezett Nanog-, E-cadherin-expressziot
mutatnak. C: A SCAIl-expresszio szintje is megné IPS ujraprogramozast kdvetéen. A
kisérletek soran harom iPS klont hasznéltunk, az mRNS szinteket az ujraprogramozas
alapjaul szolgalo fibroblastsejtek (HFF-1) mRNS szintjeivel vetettiik 6ssze (** p < 0.01,
Mann-Whitney U-test).
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Fibroblastok iPS reprogramalasakor vizsgaltuk a sejtek expresszids mintazatat, 1évén a
folyamat hasonlosagot mutat(hat) a mesenchymalis epithelialis transitiohoz. ElGszor
megvizsgaltuk a fibroblastokban ¢s az iPS sejtekben a Nanog, egy Ossejtekre jellemzd
marker mRNS-expresszidjat, ami az érett sejtekben nem jelent meg (13. abra, A).
Ugyanez a dinamika az E-cadherin tekintetében is igazolddott (13. abra, B). Végil a
SCAIl-expressziot vizsgaltuk az Gjraprogramozott sejtekben, ami a fibroblastok csekély

mértékl expresszidjahoz képest jelentdsen megnétt (13. abra, C).

IV.2. A primer patkany agyi endothel sejtek EndMT-jénak vizsgalata

Kovetkezd kisérletsorozatunkban az agyi endothelsejtek EndMT-jét vizsgaltuk. Primer
patkany agyi endothelsejteket TGF-B1-kezelésnek vetettiink ala (14. abra). A kezelés
EndMT-t hozott 1étre, a claudin-5, az occludin és a VE-cadherin fehérjeexpresszioja

csokkent, mig a B1-integrin-, fibronectin-, N-cadherin-expresszio nétt (14. abra).
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14, abra: A TGF-Bl-kezelés primer BEC sejtekben EndMT-t hoz Iétre. Western blot
analizis. A: 48 6rds TGF-B1-kezelést kdvetden a tight és adherens junction tipusu fehérjék
(claudin-5, occludin, VE-cadherin) expresszioja csokkent. B: Ezzel parhuzamosan az N-
cadherin mennyisége jelentdsen megnétt. C: A TGF-Bl-kezelés a fibronection-, SMA-

¢és calponinexpresszio kifejezett ndvekedését okozta.
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15. abra: A TGF-B1 kivaltotta SMA-expresszio TGFp-receptorhoz és ROCK-hoz k&tott.
BEC sejtek, Western blot analizis. A: SB-431542 eldkezelést kovetéen a TGF-B1

kivéltotta calponin és SMA-expresszio a kontrollhoz viszonyitva csokkent. B: Y-27632-

DOI:10.14753/SE.2019.2266

SB-431542

ctl TGF «ctrl TGF

— — —

B

SMA

a-tubulin

Y27632
ctrl TGF ctrl TGF
oy -

— —

elokezelést kovetden a TGF-B1 altal kivaltott SMA-expresszi6 csokkent.

Annak igazolasara, hogy a hatds TGF-Bl-hoz kothetd, a sejteken SB-431542-t
alkalmaztunk, ami a TGF-f receptor 1 kinaz ismert inhibitora. A gatloszerrel elokezelt

sejtekben TGF-PB1-hatasra a kifejezett SMA-, illetve calponin-expresszio-novekedés nem

jott 1étre (15. abra, A).

Az EMT szignalizacigjaban a Rho-SRF utvonal fontossagat a korabbiakban ismertettem.
Annak feltérképezésére, hogy ez az EndMT-ben is igy van-e, egy specifikus Rho kinaz
inhibitort (Y-27632) alkalmaztunk. A gatloszer gatolta a TGF-B1 altal kivaltott SMA-

expressziot (15. abra, B).
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16. abra: Az aktivalt-kondicionalt B16/F10-médium (ACM) RBE-sejtekben TGF-B-
jelatvitellel EndMT-t hoz létre. Western blot analizis. A-C: A TGF-Bl-kezeléshez
hasonloan az ACM csokkentette a claudin-5-, fibronectin- ¢s SMA-expressziot. D: A
sejtek TGF-B1- vagy ACM-kezelése is Smad2, Smad3 foszforilaciot hozott 1étre. E-G: A
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gatloszerrel (SB-431542) torténd eldkezelés kivédte az ACM-kezelést kovetd claudin-5,

fibronectin, SMA-expresszio-csokkenést.

Annak felderitésére, hogy a tumorsejtek képesek lehetnek-e a fenti mechanizmussaal
athatolni a vér-agy gaton, az RBE sejteket B16/F10 ragcsald melanoma sejtekkel
kondicionaltuk, majd a TGF-B1-t hdaktivaltuk, (aktivalt-kondicionalt médium; ACM).
Kontrollként kondicionalt, de nem héaktivalt médiumot (CM) hasznaltunk (16. abra).

Az ACM a TGF-B1-hez hasonloan csokkentette a claudin 5 fehérjeexpressziojat RBE
sejtekben, ezt a hatast a CM nem valtotta ki (16. abra, A). A fibronectin (16. abra, B) és
az SMA (16. abra, C) fehérje kifejezodését a TGF-B1 és az ACM ndvelte, mig a CM nem
okozott ilyen valaszt RBE sejtekben. Mivel a tumorsejtek tobbféle novekedési faktort is
expresszalnak, annak igazolasara, hogy a latott ACM-hatas valoban a TGF-f1 utvonal
aktivalasanak koszonhetd, megvizsgaltuk a foszforilalt Smad2-, Smad3-expressziot
ACM kezelést kovetden (16. abra, D). A TGF-B1 kezeléshez hasonldéan az ACM kezelést
novelte a Smad2-, Smad3 fehérjeexpresszidt. Ezutdn a specifikus TGF-B1l-hatas
igazolasara inhibitoros kisérleteket végeztiink, az SB-431542 kezelés gatolta a claudin-5-
expresszio kifejezett csokkenését ACM-hatas mellett (16. abra, E). Emellett a gatloszeres
kezelés megakadalyozta az ACM kezelést hatisara 1étrejové fibronectin-, SMA-

fehérjeexpresszio-novekedést RBE sejtekben (16. abra, F, G).

Aktivalt kondiciondlt médiumot (ACM) hoztunk létre a fent leirtaknak megfeleléen
A2058 huméan melanoma sejtekkel is. Az RBE sejtek ezzel torténd kezelése szintén SMA-
expressziot hozott 1étre, amit az SB-431542 eldkezelés ebben az esetben is gatolt (17.
abra, A), az SMA kivaltotta VE-cadherin dowregulatiot a gatlészer csokkentette (17.
abra, A). Eddigi kisérleteinkhez A2058 melanoma sejteket hasznaltunk. Annak
eldontésére, hogy a hatds mennyire ehhez a tumortipushoz kotott, két human
metasztatikus emldtumor sejtvonallal is kondicionéltuk az agyi endothelsejtek médiumat.
Az MCF-7 human eml6 adenocarcima sejtvonal ACM SMA-expressziot hozott 1étre,
amit az SB-431542 gatolt (17. abra, B). Az MDA-MB231 human emlé adenocarcinoma
sejtvonal is 1étrehozott SMA-expressziot, és csokkentette a VE-cadherin kifejezddést,
ezeket a hatasokat az SB-431542 gatolta (17. abra, C).
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17. abra: Az aktivalt-kondicionalt médium (ACM) TGF-B jelatvitel utjan SMA-
expressziot 0koz. RBEC sejtek, SB-431542-cl6kezelés. Western blot analizis. A: Az
elékezelést kovetden az A2058 ACM SMA-expressziot hozott létre, és csokkentette a
VE-cadherin mennyiségét, ezt a hatast az SB-431542 gatolta. B: Az MCF-7 ACM SMA-
és fibronectinexpressziot hozott 1étre, melyre az SB-431542 szintén gatld hatassal volt.
C: Az SB-431542 kivédte az MDA-MB231 ACM indukalta SMA-expressziot és VE-

cadherin downregulatiot.

HUVEC-sejteken is megvizsgaltuk az MDA-MB231 ¢és SK-BR3 hatasat, annak
igazolasara, hogy az emldtumoros sejtek mas endothelsejteken is elérik a fenti hatasokat.
Az MDA-MB231 ACM SMA-expressziot hozott 1étre (18. abra, A), csakligy mint az SK-
BR3 ACM (18. abra, B). Ezeket a hatasokat az SB-431542 gatloszer ebben az esetben is
gatolta, jelezvén, hogy az ACM SMA-fehérjeexpressziot noveld hatasa TGF- fiiggo.

A melanoma sejtek HUVEC-re kifejett kdzvetlen hatasat publikus génexpresszios

adatbazs adatai alapjan in silico vizsgaltuk. A Gene Expression Omnibus (GEO) publikus
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adatbazisaban fellelhetd egy HUVEC-sejtekre jellemzé mRNS expresszios profil
HUVEC és 10205 Lu human metasztatikus melanomasejtek kulturajaban. Ez a ko-kultura
modellezheti a tumoros sejtek endothelsejtekkel valo talalkozasat a kapillarishalozatban.
A HUVEC-sejtek mRNS mintazata a kovetkezOképpen valtozott: tobb endothel marker
(KRT7, KRT18, TJP2) expresszioja csokkent az FST-vel egyiitt, ami EMT/EndMT
antagonista. Ugyanakkor az EndMT markerek (FN1, COL3A1, S100A4, MMP2,
COL1A2) ¢és transzkripcids regulatorok (ZEB1, Wnt5a, TWIST1, Snai2) expresszidja
megnd (18. abra, C). Ezek egylittesen jelezhetik, hogy melanoma sejtek jelenlétében
EndMT-re jellemz6 valtozasok mennek végbe a HUVEC-sejtekben.
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18. abra: Az aktivalt-kondicionalt médium (ACM) TGF-B jelatvitel utjan SMA-
expressziot hoz 1étre. HUVEC-sejtek, SB-431542-¢el6kezelés. A: Az eldkezelést kovetden
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az MDA-MB231 ACM SMA expressziot hozott Iétre, ezt a hatast az SB-431542 gatolta.
Western blot analizis. B: Az SK-BR3 ACM okozta SMA-expressziot az SB-431542
szintén gatolta. Western blot analizis. C: Az 1205Lu human metasztatikus melanoma
sejtek és HUVEC ko-kulturaja soran a génexpresszios mintazat — EndMT-re jellemz6

eltéréseket mutatva — megvaltozik.
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V. Megbeszélés

Munkam soran a sejtplaszticitas két hasonlo folyamatat vizsgaltam. Mind az epithel, mind
az endothelsejtek mesenchymalis transitioja fontos patologias folyamatokban is részt
vehet. Kisérleteink elso részében a kdzelmultban leirt MRTF-gatl6 kofaktor, a SCAI nevi
fehérje EMT-ben valod részvételét vizsgaltuk, mig ezt kovetd kisérletsorozatunk az
EndMT metastasisképzésben vald szerepére iranyult.

Munkacsoportunk a korabbiakban LLC-PK1, proximalis tubulus sejteken végezte
vizsgélatait. A TGF-Bl-kezelés szubkonfluens sejteken epithelialis mesenchymalis
transitiot hozott 1étre, novelte a sejtekben az SMA fehérjeexpresszidjat. Jelen
kisérleteinkben ugyanezt a TGF-f hatast ismételten demonstralva azon folyamatokat
vizsgaltuk, amelyek a SCAI fehérje jelenlétével alltak Osszefliggésben. Kérdéseink
els@sorban arra iranyultak, hogy a SCAI fehérje képes-e a TGF-f hatésait gatolni.
Héaromnapos TGF-B1l-kezelést kovetoen a SCAI-t stabilan expresszald LLC-PK1
sejtekben az SMA-expresszi6 minimalis mennyiségben volt megfigyelhetd a
kontrollsejtekhez képest. Az SMA mellett a — TGF-B1-hatasra szintén megjelend —
calponin- expressziot is megvizsgaltuk SCAI jelenlétében. A calponinexpresszié az
SMA-hoz hasonléoan SRF- és MRTF-fiiggd, a hatast a promoter CArG boxan éri el
(Miano ¢és mtsai 2000, Crider és mtsai 2011). Hipotézisiinknek megfeleléen a calponin-
expresszio a SCAI-t stabilan expresszalo sejtekben gyengébb volt. Ehhez hasonl6 hatast
lattunk a CTGF expresszigjaban, ami szintén — az SRF-en keresztiil — CarG-fliggd,
vesefibrosist jelz6 marker (Burns és mtsai 2006, Sun mtsai 2006, Muehlich és mtsai
2007). Eredményeink igazoltak, hogy a SCAI tobb CArG altal kozvetitett TGF-B1-hatast
is gatol. Emellett a TGF-B1 altal kivaltott E-cadherin-csokkenést a SCAI gatolta, és az
LLC-PK1 epithelsejtek megorizték epithel jellegiiket. Glioma sejteken végzett kisérletek
alapjan igazolodott, hogy a SCAI a Wnt/B-catenin utvonal target génjeire hat, igy a
Snailre is, mely az E-cadherin-expresszio fontos szabalyozodja (Batlle és mtsai 2000, Chen
¢és mtsai 2014).

Az MRTF-ek overexpresszioja onmagaban is képes az SMA-promoter aktivalasara (Fan
mtsai 2007). Az MRTF-ek az SMA-expressziot az SRF kofaktoraként novelték, a SCAI
az MRTF kofaktoraként tumor invazios modellben gatolta annak SRF aktivalo hatasat

(Wang mtsai 2001, Wang mtsai 2002, Cen és mtsai 2003, Miralles F 2003, Brandt mtsai
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2009). Kisérletiink soran igazolodott, hogy a SCAI csokkenti az MRTF-A és MRTF-B
altal kivaltott SMA-promoteraktivaciot tubulus epithelsejtekben.

A kis GTPaz-ok MRTF-en keresztiili SMA-promoter aktivacidja ismert volt (Fan mtsai
2007, Sebe és mtsai 2008), a SCAI-t stabilan expresszalo sejtekben ez a hatas is csokkent.
A specialis, 152 bazispar hossziusagli — két CArG, és TCE doménnel rendelkezé — SMA-
promoterrel végzett kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a TGF-flés az MRTF-ek
promoteraktivald hatasat a SCAI CArG domén specifikusan gatolja. A SCAI az SMA-
promoter szabalyozdsanak az MRTF kofaktoraként kulcsfontossagu szereploje.
Kovetkezd megfigyelésiink, miszerint a TGF-B1-kezelés gatolja a tubulus sejtekben jelen
1évé SCAI fehérjeexpressziot, elrevetiti annak lehetdségét, hogy egyes patologias
allapotokban, in vivo is csokken a SCAI mennyisége. Transzgenikus TGF-Bl-et
overexpresszald egérmodellben a veseszovet SCAI mRNS mennyisége emelkedett volt.
UUO modellben is megvizsgaltuk a SCAI fehérje mennyiségét, ami az obstrualt vesébol
szarmaz6 mintakban szignifikansan alacsonyabb volt, mint az egészséges veseszovetbol
szdrmaz6 mintdkban. Tovabbi adatokkal szolgélt hipotézisiink megerdsitéséhez, hogy
vesetranszplantaciéos modellben a SCAI fehérje mennyisége csokkent. A SCAI-
expresszid a fentiek alapjan az endothel,-epithel fenotipushoz volt kothetd, amit
alatamasztott az az eredmény is, hogy iPS-modellben — mely a MET folyamatahoz
hasonlé — az E-cadherin mellett a SCAl-expresszio is nott.

Dolgozatom soran foként a SCALI sejtplaszticitasban, vesefibrosisban betoltott szerepét
kivantam bemutatni, amely fontos kiegészitsée az a nemzetkdzi irodalomban eddig
irtak le (Brandt mtsai 2009), tobb human mintabol szarmazo6 tumoros mintaban csokkent
mennyiségben volt jelen, igy pl. emlétumorban, nyeldcsé-laphdmrakban, vilagossejtes
veserakban (Fintha és mtsai 2013, Kressner és mtsai 2013, Li és mtsai 2015, Lin L 2015).
Ugyanakkor Wilms-tumorban, valamint colorectalis carcinomaban a SCAI-expresszid
novekedett. Ennek hatterében a Wilms-tumor embrionalis eredete, illetve a
vastagbélrakban el6forduld Ossejtek 4llhatnak, a pontos mechanizmusok azonban
egyeldre ismeretlenek.

A SCAI sejten beliili miikodésére, hatasaira vonatkoz6 ismereteink ez idaig korlatozottak.
Az MRTF-SRF utvonal gatlasan tal, a kozelmultban tobb ijabb adat is ismertté valt. Az

SWI/SNF emlésokben egy kromatin remodellaciét szabélyozo, tumorszupresszor
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fehérjekomplex. Ezt a SCAI az SWI/SNF BRM alegységén keresztiil szabalyozza, igy
hatassal lehet a tumorsejtek invazivitasara (Kressner mtsai 2013). Emellett a SCAI a
heterokromatin protein 1 (HP1) fehérjét — ami a CBX5 gén terméke — is befolyasolta
(Nozawa ¢és mtsai 2010). A SCAI kolcsonhatasba 1épett a KDM3B-vel is, ami egy
H3K9mel/2 hiszton demetilaz (Brauchle és mtsai 2013). Erdekes modon, a SCAI
aminosavszerkezete tartalmaz az 526-532 kozotti pozicidban egy PIP boxot, a kovetkezo
szekvenciaval:  Q-X-[X]-I/L/V-x-[X]-FIY/W/H-F/Y/W/H, ami tébb PCNA-val
kolcsonhatasban allo fehérjében is megtalalhatdé (Moldovan és mtsai 2007). A PCNA-hoz
kotodo fehérjék részt vesznek a DNS-replikacio €s a kromatindllomény szervezésében
(Mailand és mtsai 2013). A PCNA tobbféle kromatinfelépitést szabalyozé fehérjéhez is
kot, igy példaul a géncsendesitést eldidéz6 HDAC1-hez {Histone deacetylase 1), az
emlitett HP1-hez, illetve WSTF-SNF2H (Williams syndrome transcription factor-SNF
homologue) fehérjéhez, ami a kromatin Gjraszervez6déshez jarul hozza (Murzina és mtsai
1999, Milutinovic és mtsai 2002). Ezeknek a fehérjekolcsonhatasoknak a példajan
keresztiil lathatd, hogy a SCAI fontos szerepet tolt be a kromatinallomany
szervezOdésében. Ezekkel a megfigyelésekkel 6sszhangban a SCAl a BRCA1 fehérjét a
sériilés helyéhez segitve a DNS dupla hélixének javitasaban is részt vehet (Hansen és
mtsai 2016, Isobe és mtsai 2017). A két fehérje kapcsolata az EMT folyamataban is fontos
lehet, hiszen a BRCAL1 is gatolja az EMT folyamatat (Bai és mtsai 2014).

Tovabbi kisérleteinkben az EndMT egy lehetséges el6fordulasat vizsgaltuk a
metastasisképzOodés soran. A metasztatikus sejtek a célszervbe érve az extravazacidhoz
az endothelsejtekkel interakcioba Iépnek. A tumorsejtek transendothelialis
a hatarolé rétegen makroszkopos tumormasszat hozhatnak 1étre. A TGF-B1-kezelés —
specifikus médon — agyi endothelsejteken 1étrehozta a transzmigaciot eldsegitd sejt-sejt
kozotti kapcsolatokat szétbontd hatast, amelynek részeként nétt a Pl-integrin-, N-
cadherin-, fibronectin-expresszio. Az EMT soran klasszikusan leirt ,,cadherin switch” —
lévén az endothelsejtek E-cadherin-expresszioja alacsony az epithelsejtekkel szemben —
ebben az esetben nem volt megfigyelhetd, de az N-cadherin-expresszié megjelenése
mellett a VE-cadherin-kifejez6dés csokkent (Navarro és mtsai 1998). A VE-cadherin

adherent junction tipust fehérjeként 0Osszekoti a szomszédos endothelsejteket,
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intracellularisan pedig catenineken, illetve egyéb fehérjéken keresztiil az actin
cytoskeletonhoz kotodik. A tumorsejtekre jellemz6 az N-cadherin termelés (Qi és mtsai
2005, Strell és mtsai 2008), ez el6segiti az endothelsejtekhez vald gordiilést és
megtapadast. A fibronectin a daganatsejtek altal termelt B1-integrin célpontja lehet, mely
szintén az adhéziot segiti eld (Barthel és mtsai 2013). Prosztatatumor metasztatikus
sejtjeinek Bl-integrin-deplécioja csokkentette azok fibronectinhez, endothelsetjekhez
sejtekben a Bl-integrin szintén sziikséges volt a metasztatikus sejtek kitapadasahoz (Price
EA 1996). A kis GTP-azok az EMT-hez hasonléan az EndMT folyamataban is fontos
Reymond mtsai 2012, Wilhelm és mtsai 2014). A RhoA tiidécarcinoma-sejtek agyi
endothelsejtekkel valdo kapcsoloddsakor aktivalodott, fokozta az actomyosin
kontraktilitast és actin-tjraszervez6dést mikrovaszkularis kornyezetben (Li és mtsai
2006). A Rho/ROCK utvonal gatlasa agyi endothelsejtekben megeldzte a tight junction
tipustt kapcsolatok felbomlasat (Wilhelm és mtsai 2007, Fujii és mtsai 2012). Ez a
szignalizacio EMT-ben és EndMT-ben is az SMA-expresszio fontos szabalyozoja
(Mihira mtsai 2012). A TGF-Bl-kezelés agyi endothelsejteken fokozta az SMA-
expressziot, novelte a sejtek myofibroblast jellegét, kontraktilitasat, ami a TEM egyik
szlikséges feltétele (Stroka és mtsai 2012). A Racl is szabalyozza a TEM-et, az adherens
kapcsolatok stresszrost medialta huzasanak novelésével (Cain és mtsai 2010). A Focal
Adhesion Kinase (FAK) aktivacigjaért a novekedési faktorok és integrinek feleldsek, igy
befolyasolva a vascularis permeabilitast. Az aktivalt FAK a VE-cadherin és a 1-catenin
(Chen és mtsai 2012). A FAK gatlasa egérmodellben gatolta a tumorprogressziot
(Schwock ¢és mtsai 2010). A metasztazisképzést a FAK gatlasa az endothel sejtek
barrierfunkciojanak novelésével csokkentette (Jean és mtsai 2014). Vastagbél
adenocarcinoma sejtek endothelhez valo kitapadasa aktivalta az ERK-et és a p38-at. Az
ERK szignalizacio6 ezt kovetden a VE-cadherin/B-catenin komplex felbomlasadhoz vezet,
mig a p38 okozta valtozasok stresszrostok kialakuldsat eredményezik a myosin light
chain (MLC) foszforilalasaval (Tremblay és mtsai 2006). HUVEC-sejteken melanoma
sejtek kozvetitette p38 MAP kindz szignalizacido Utjdn VE-cadherin felbomlas volt

lathatd, ami novelte a 1étrejovo gap-ek szamat, s ezaltal fokozta a TEM-et (Khanna és
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mtsai 2010). A p38 és JAK2-STATS utvonal fontossagat in vivo kisérletek is
alatdmasztottak, egérmodellben a colon carcinoma sejtjei extravazalddtak a tiidoben
(Wolf és mtsai 2012). Szintén in vivo megfigyelés, hogy a premabilitast novelé FSP-1
expresszidja és a ROCK1 aktivacidja diabeteses egérmodellben, fokozza az adhézids
molekuldk expresszidjat (Luo és mtsai 2015). A rosszindulati daganatsejtek erekbol
kilépésének fontos 1épése az erek bazalis membranjanak attorése. Ehhez hozzajarulhat a
lokalis sejtek MMP9-expresszid novekedése a premetasztatikus tiidében, mely hatast in
vivo kisérletekben a primer tumorsejtek hoztak 1étre (Hiratsuka és mtsai 2002). Az
endothel sejtek MMP2 expressziojanak gatlasa pedig csokkentette az MDA-MB231
sejtek TEM-jét (Kargozaran és mtsai 2007). A vér-agy gat permeabilitasa bakterialis

infectio hatasara megnéhet (Kim és mtsai 2015), a hatast a Snaill segitségével jott 1étre.

Tumorsejtekkel kondicionalt, majd aktivalt médiummal végzett kisérleteink B16/F10
sejtekben fibronectin és SMA-expressziot hoztak 1étre, mikozben csokkent a claudin-5-
expresszid. A tumorsejtek tobb tipusaval sikeriilt SMA-expressziot, VE-cadherin
downregulatiot elérni. Ezek az eredmények megfeleltek a TGF-Bl-kezeléskor
latottaknak. Gatloszeres kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az ACM-kezelés a TGF-B1 utjan
hatott. Szintén fontos volt, hogy 6nmagaban a vizsgalt endothel sejteken a TGF-B1-re
jellemz0 hatast a kondicionalt médium nem hozta létre. A kondcionalt médiumokon a
TGF-B1-et aktivalo hokezelésre volt sziikség a fenti hatasok eléréshez (Brown és mtsai
1990). Ezek mellett a Smad2, Smad3 foszforilacioja is bekdvetkezett, ami szintén a TGF-
B1 utvonalon jon létre.

Teti és munkatarsai adatai alapjén a TGF-B1 elésegitette az endothel-tumorsejt adhéziot
az endothel-morfologia megvaltoztatasaval melanoma sejtekben. Kisérleteink soran
hasonl6 hatast lattunk B16/F10 sejtekben, és igazoltuk, hogy a melanoma sejtekben a ....
megndtt a transendothelialis migracio.

A TGF-B mint az EMT ¢és EndMT klasszikus szabalyoz6o molekuldja, kettds szerepet
jatszik a metastasis képzés soran: egyrészt noveli a tumorsejtek invaziv migracios
képességét, masrészt ,,elokésziti” az endothel sejtek egy csoportjat, ezaltal biztositva a
daganatsejtek extravasatigjat. Tumoros betegekben a TGF-B szint megemelkedhet
(Krasagakis mtsai 1998), illetve metastasis 1étrejottében a TGF- hirtelen emelkedését is
leirtak (Dasgupta és mtsai 2006).
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Az eddigi kisérleteink alapjan megallapithatdé, hogy a tumorsejtekkel kondicionalt,
aktivalt médium az endothelsejteken olyan fenotipus-valtozason mennek at, mely
endothelialis mesenchymalis transitionak megfelelé képet mutat. Az endothel program
csendesitése, a fibrotikus és részben a myogen program aktivacidja hozzajarul a
sejtplaszticitas ezen formajahoz. A valtozasok — még ha nem is eredményezik
myofibroblastok 1étrejottét — elegenddek Ilehetnek a metasztazis folyamatanak
elésegitéséhez. Az EndMT sziikséges lehet a daganatsejtek intravasatiojahoz is
(Anderberg és mtsai 2013), bar a daganat novekedéséhez sziikséges érajdonképzodés
soran létrejovo endothelréteg alapvetéen gyengébb sejtkapcsolatokkal bir, igy
ateresztébb lehet az Ujonnan érkezd daganatsejtek szamara (Dudley 2012). Erdekes
modon, a kdzelmultban leirt vizsgélatok szerint ,,emlétumor-specifikus” endothelsejtek,
illetve egészséges endothelsejtek TGF-B-kezelésre eltérd SMA-expresszioval reagaltak.
A folyamatot tobbek kozott a bFGF (Basic fibroblast growth factor) is szabalyozhatja
(Xiao és mtsai 2015). Nyirokerek emlétumoros invazidjakor is megfigyelték a folyamat
EndMT jellegét, valamint a ZEBI1 szerepét, melynek EMT-t indukdlo hatasa ismert
(Vonach és mtsai 2011). Az MDA-MB231 eml6tumoros sejtek endothel sejteken MLCK
(Myosin light chain kinase) aktivaciot hoztak 1étre, ezzel ndvelve az endothel sejtek
kontraktilitasat (Khuon és mtsai 2010). Fontos kiilonbséget jelenthet azonban a
kiilonb6z6 szervekben jelen 1évo eltérd jellegi endothel szerkezete. A csontveldi
érhaldzat (Kopp és mtsai 2005), vagy a maj sinusoid endothelsejtjei (Lalor PF 2006)
fenesztraltsaguk révén kisebb akadalyt jelentenek a rossszindulati daganatsejtek
szamara. Ezzel szemben a tiidOkapillarisok vagy a vér-agy gat (Weil és mtsai 2005)
tomott  hataroloelemet teremtenek. Ezek lekiizdéséhez tobbféle mechanizmus is
sziikséges lehet, amelynek egyik eleme a proteolitikus enzimek kibocsatasa lehet. Ebben
a folyamatban a TGF-f altal szabalyozott szepraz jelentdségét mar korabban leirtak
(Fazakas mtsai 2011, Tulley és mtsai 2014). A tumorsejtek N-cadherin expresszioja a
,rolling”-ban és az endothelsejtekhez valo kapcsolddasukkor jatszhat szerepet (Qi mtsai
2005, Strell mtsai 2008). Szintén helyi hatas lehet az extravasatiokor a tumorsejtek és
vérlemezkék altal felépitett mikrotrombusok hatasara bekovetkezd TGF-B termelddés is
(Labelle és mtsai 2011). Ezt tamaszthatja ala a HUVEC és melanoma sejtes ko-kultiras
vizsgélata soran tapasztalt génexpresszids valtozas, amelynek soran a HUVEC ¢és

melanoma sejtek kdzvetlen modon hatnak egymasra. Harmadik ,,eszkozként” a primer
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tumorsejtbdl szarmazé citokinek — igy pl. a TGF- B - az endothelsejteken gyengébb
ellenallast pontokat hozhatnak 1étre, amelyeket a metasztatikus sejtek felismerhetnek az
érfalon vald gordiilés soran (Stoletov és mtsai 2010, Hiratsuka és mtsai 2011).

A metasztazisképzésben viszonylag 0j elképzelés az ugynevezett ,,premetasztatikus
niche” elmélete, amely szerint a célszerv parenchymajaban kiilonbozo cytokinek, vagy
akar sejtek elokészitik a kornyezetet a metasztatikus sejtek szamara. A csontveldi eredetii
VEGFR1"™ (Vascular endothel growth factor receptor 1) hematopoietikus progenitor
sejtek, illetve a lokalis sejtek fibronectin expresszidja a kozvetlen mikrokornyezet
megvaltozasahoz vezet, integrinek, kemokinek aktivalédnak a ,,niche” létrejottekor. Az
EndMT ehhez a folyamathoz ECM-proteinek expresszidjaval jarulhat hozza. A periostin
¢és a tenascin C is sziikséges a metasztazisképzéshez (Malanchi és mtsai 2011, Oskarsson
¢és mtsai 2011). Az embrionalis fejlddés soran lejatsz6dé EndMT periostin termelddéssel
jart egyiitt (Norris és mtsai 2008, Monaghan és mtsai 2016). Egerekben a szivfejlodéskor
lejatsz6dd6 EndMT tenascin C-expresszioval jar egyiitt (Zhang és mtsai 1993), a
myofibroblastok TGF-fiiggd modon termelik ezt a fehérjét (De Wever és mtsai 2004). A
primer tumor citokinjei koziil a VEGF az érfal permeabilitas befolyasaval vesz részt a
premetasztatikus niche kialakitasaban, a VE-cadherin tipusu kapcsolatok felbontasaval
(Dejana és mtsai 2008). A VEGF permeabilitast noveld hatasa p38-fiiggd folyamat
(Bodor mtsai 2012). Pancreas tumorok VEGFR1 aktivacioja EMT-szerli szignalizaciot
hozott létre a Snail, Twist és Slug aktivaciojaval (Yang és mtsai 2006), endothelsejteken
a hatas ehhez hasonld, EndMT-t indukalo lehet. A TGF-B és a VEGF — aminek
expresszidjat a TGF-P erdsiti (Krishnan és mtsai 2015) — az EndMT révén egyiittesen
fokozhatjak az érfal ateresztOképességeét. A tumorsejtek ezenfeliil adhézidjukat kovetden
egy tovabbi uton, a 12(S)-hydroxyeicosatetraeonic savat (12(S)-HETE) termelnek (Honn
¢s mtsai 1994), ami a nyirokerek intravazaciojakor EndMT-t hozott 1étre (Vonach mtsai
2011). Mikrovaszkularis kornyezetben a 12(S)-HETE reverzibilis modon megvaltoztatta
a sejtkozti kapcsolatokat, valamint a cytoskeleton szerkezetét (Tang és mtsai 1993).
Mesangialis sejtekben megfigyelték, hogy a TGF-B és a 12(S)-HETE egymasra is hatdssal
van, kolcsondsen fokozzak egymas expressziojat (Kim és mtsai  2005).
Egy nemrég megjelent kdzleményben in vivo is sikeriilt kimutatni az EndMT-t
metasztazis soran egerek tiidejében. A tiidé endothelsejtjeiben az EndMT-t megel6zden

NO deficiens allapot alakul ki, amelyet az endothel sejtek EndMT-nek megfeleld
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fenotipus valtozasa kovet (Smeda és mtsai 2018). Ezek az in vivo megfigyelések

meger6sitik in vitro kisérleteink alapjan felallitott hipotezisiinket.
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VI. Kovetkeztetések

Munkank célkitlizéseit két f6 témakorben hataroztuk meg, ennek megfeleléen

kovetkeztetéseinket is ezek alapjan ismertetem:

A SCAI szerepe EMT-ben és vesefibrosisban (19. abra)

1. A SCALI fehérje gatolta a TGF-B1 kezelés okozta SMA-promoteraktivaciot LLCPK 1
sejteken. A SCAI-t tartosan expresszalo sejtekben a TGF- B1 okozta SMA, calponin és
CTGF fehérjeexpresszié-ndvekedés kisebb volt a kontroll sejtekhez képest, a TGF-p1
okozta E-cadherin fehérjeexpresszio-csokkenés pedig mérsékeltebb volt a
kontrollsejtekhez képest. A SCAI tehat tobb TGF-Bl kozvetitett hatast is gatol
epithelsejtekem.

LLC-PK1 sejteken SMA-promoter-transzfekciot koveté angiotensin-I1 kezelés SMA-
promoterexpresszio-novekesést hozott 1étre, ezt a hatast a candesartan gatolta. A
dominans negativ MyoC-kotranszfekcid vagy az MRTF-specifikus gatloszer CCG1423-
elokezelés csokkentette az SMA-promoterakvitias-novekedést. A SCAI kotranszfekcioja
szintén csokkentette az SMA-promoteraktivitds-ndvekedést. Az MRTF az angiotensin II

fliggé SMA-promoteraktivitast is kdzvetiti, mely hatast a SCAI gatolja.

2. A SCAI-t tartosan expresszalo sejtekben az SMA ¢és az MRTF-A, illetve MRTF-B
kotranszfekcioja soran az MRTF-ek SMA-ra gyakorolt promoteraktivalo 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
hosszusagu, csak két CarG- és a TCE-elemet tartalmazdo SMA-promoter és a SCAI
kotranszfekcidja esetén a TGF-B1-kezelés, az MRTF-A vagy MRTF-B kotranszfekcio
csokkent mértékli SMA-promoteraktivitds-novekedeést 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-B1 kezelése esetén a SCAI-fehérjeexpresszioja
csokkent, C57BL/6 egereken végzett UUO kisérlet sordn az obstrualt vesékben a SCAI-
fehérjeexpresszioja csokkent, az SMA-fehérjeexpresszid nott. LBNF1-LEW
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patkanyokban végzett allograft-rejekciés modelljében az allograftokban a donorok ép
veséjéhez képest az SMA-fehérjeexpresszio a transzplantaciot kdvetd 4. és 7. nap utan

fokozatosan nott, mig a SCAI-fehérjeexpresszio meredeken csokkent.

4. HUVEC-sejtek EndMT modelljében, a tumorsejtvonallal aktivalt-kondicionalt
médium hatasara a SCAI mRNS expresszid csokkent a kontrollhoz hasonlitva.
Fibroblastok iPS- reprogramalasakor a Nanog, E-cadherin és SCAI-expresszié megnott.
Mindezek alapjan a SCAI-expresszi6 inkdbb az endothel és epithel fenotipusra jellemzd,

mesenchymalis jellegli sejtekben expresszidja csokken.

TGF-31 és sérulés

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

ROCK PAK

MLC p38
R-catenin —_ SA V'

-akti
3-catenin G aktin
l ¢ I_)> F-aktin
>

Késoi
Smad3 —%+ MRTF F—TAZ
gatlas ¢
Fx— SCAI
A\
Mesenchymalis SRF
génexpresszio ¢
Snail1 MMP9 R,-integrin
Snail2 PAI-1 COL1a2
TWIST1 Vimentin CTGF
Fibronectin SMA

19. 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 fehérjeexpresszié csokkent, a Pl-integrin, N-cadherin-expresszi6 nott.
Gatloszeres kisérletekkel igazoltuk, hogy a hatds 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 foszforilalt Smad-2,3- expresszio a kontrollhoz képest nott, alatimasztva,
hogy a hatas TGF-f altal kozvetitett az endothelsejtekben. A hoaktivalas nélkiili
kondicionalt médiumok nem hoztdk 1étre a TGF-f kezelésre jellemzd hatdsokat.
Gatloszeres kisérletekkel szintén alatdmaszthatd volt a TGF-B1-Gtvonal szerepe az ACM
okozta claudin-5, fibronectin, SMA expresszid valtozasban.

Tobbféle tumorsejt (melanoma, emlétumor) aktivalt-kondicionalt médiumaval is
vizsgalatokat végeztiink, melyek ACM-e SMA-expressziot hoztak 1étre RBE sejtekben,
¢és VE-cadherin downregulatiot okoztak, mely hatasokat a TGF-B1 specifikus gatloszere
szignifikansan csokkentette. Ezek alapjan megallapithaté, hogy tobbféle daganatsejt
aktivalt-kondicionalt médiuma is TGF-B-szignalizacié utjan okozott EndMT jellegii
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-p1-
specifikus gatlészer ebben az esetben is szignifikansan csokkentette. Génexpresszios
adatbazisban vizsgdlva a HUVEC-sejtek ¢és 1205Lu huméan metasztatikus
melanomasejtek ko-kultiraja EndMT-re jellemz6 valtozasokat hozott 1étre a HUVEC-

sejteken.
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VII. Osszefoglalas

A sejtplaszticitasnak két egymdssal sok hasonldsdgot mutaté forméja az epithelialis-
mesenchymalis-transitio (EMT) és az endothelialis-mesenchymalis-transitio (EndMT),
kisérleteink soran ezek egy-egy példajat kivantuk vizsgalni.

A vesefibrosis soran 1étrejové tubulointerstitialis fibrosis egyik eleme a tubulus
epithelsejtjeinek EMT-je. A kozelmultban leirtak, hogy a suppressor of cancer cell
invasion (SCAI) nevii fehérje az MRTF mukodésének gatlasa révén a tumorprogresszio
mértékét csokkenti. Ezért tubulus EMT modelljeinkben kivantuk vizsgalni e fehérjét.
LLC-PK1-sejteken a TGF-B1 altal eléidézett SMA, calponin és CTGF-expresszio
novekedését, és az E-cadherin-degradaciot a SCAI fehérje jelenléte gatolta. A SCAI
szintén gatld hatasu volt az MRTF-A, MRTF-B, Rho, Racl ¢és Cdc42 okozta SMA-
promoteraktivitas-novekedésre. A TGF-f1-kezelés LLCP-K1-sejtekben csokkentette a
SCAl-expressziot. In vivo modelljeinkben hasonld valtozasokat tapasztaltunk; mind
UUO-, mind pedig allograft-rejekcioés modellben az érintett vesékben az SMA-expresszid
novekedését, és a SCAI-expresszid csokkenését észleltiik. Megallapitottuk tovabba, hogy
az MRTF-ek szabalyozzak az SMA-promoter angiotensin-1I-fiiggé aktivitasat, ezt a
hatast a SCAI szintén gatolta. Tekintettel arra, hogy a fibroblasztok iPS sejtekké torténd
reprogramalasa egyfajta mesenchymalis-epithelialis transitionak feleltethetd meg, e
modellben is vizsgaltuk a SCAI expresszio valtozasat: a Nanog- és az epithelmarker E-
cadherin expresszioval parhuzamosan a SCAI-mRNS mennyisége is megnott.
Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a SCAIl-expresszi6 az epithel,- endothel fenotipushoz
kotott, és a SCAI fehérje egyes patologias allapotokban downregulalodik. Az MRTF
kofaktoraként a SCAI a jovoben, diagnosztikai, prognosztikai vagy akar terdpids
szempontbol is fontos célpont lehet fibrozissal jaro, illetve daganatos betegségekben.
Agyi endothelsejteken  vizsgaltuk az EndMT folyamatat. TGF-B1l-hatasra
a sejtekben az endothelmarkerek expresszidja csokkent, a mesenchymalis jellegli
markereket expresszaltak. Tumoros sejtvonalakkal aktivalt-kondicionalt médium TGF-
B1 fiiggd mdédon EndMT-t hozott Iétre primer agyi endothel sejteken. Az EndMT soran a
primer agyi endothel sejtekben a claudin-5, VE-cadherin expresszié mértéke csokkent,
ugyanakkor az SMA, fibronection expresszié kifejezetté valt. Ezeket a hatasokat egy
masik endothel sejttipuson, HUVEC-sejteken is megfigyeltik. A HUVEC-sejtek
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melanoma sejtekkel ko-kultiraban EndMT-re jellemzé mRNS-mintazatot mutatnak.
Vizsgalataink alapjan a metastasisképzés megfékezésében a primer tumor kezelése
mellett kompakt endothel sejtréteggel rendelkezé szervekben (agy, tiid6) az endothel-

rétegek hatdrold funkciojanak megdrzése is terapias lehetdséget jelenthet.

82



DOI:10.14753/SE.2019.2266

VIII. Summary

The two forms of cell plasticity, epithelial-mesenchymal transition (EMT) and
endothelial-mesenchymal transition (EndMT) share common features. In our study, we
investigated examples of these processes.

The EMT of tubular epithelial cells contributes to tubulointerstitial fibrosis during renal
fibrosis. Recently, a new protein, suppressor of cancer cell invasion (SCAI) was
identified, as an inhibitor of MRTF in tumor progression. Therefore we proposed to
investigate this protein in our models of tubular EMT. In porcine proximal tubular cells
(LLCP-K1) TGF-B1 treatment caused SMA, calponin, CTGF expression, while E-
cadherin expression was lowered. SCAI inhibited these effects of TGF- B1, similarly to
the SMA promoter activation by MRTF-A, MRTF-B and the small GTPases (Rho, Racl,
Cdc42). The SMA-promoter activation of angiotensin-1l treatment was prevented by
SCAI as well. TGF-p1 treatment in LLCP-K1 cells lowered SCAI protein expression. In
in vivo models (unilateral ureter obstruction (UUO) in mice, and allograft-rejection model
(in rats) we demonstrated that in parallel to a massive SMA expression SCAI expression
was mitigated. Since iPS reprogramming of fibroblasts is similar to a mesenchymal-
epithelial transition (MET), we examined SCAI expression during reprogramming:
reprogramming of fibroblasts to induced pluripotent stem (iPS) cells led to a significant
overexpression of Nanog, E-cadherin and SCAI as well. SCALI is expressed in epithelial
and endothelial cells and its expression may indicate the endothelial or epithelial
phenotype. SCALI, as an inhibiting cofactor of MRTFs, could be considered as a diagnostic
or therapeutic target in fibrotic diseases and cancer.

We investigated the process of EndMT in rat brain endothelial (RBE) cells, which showed
lower endothelial marker (claudin-5, occludin, VE-cadherin) expression levels, and
higher mesenchymal marker (N-cadherin, B1-intgerin) expression levels upon TGF-p1
treatment. Conditioned/activated medium (ACM) of tumor cells induced similar effects
on RBECs. These effects are TGF-B1 dependent, conditioned medium (CM) alone was
not sufficient to induce EndMT. Our observation of ACM induced EndMT was detectable
in other endothelial cells - human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) - as well.
Co-culture of HUVEC and melanoma cells resulted in EndMT- related mRNA

overexpression in HUVECs, as found in gene expression databases. Besides primary
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tumor treatment, conserving the barrier function of endothelial cells in organs with
compact endothelial microvasculature (brain, lungs) may hold new therapeutic strategies

for metastasis treatment.
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