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1 Bevezetés

1.1 Vesefibrozis jelentosége

A leggyakoribb 21. szdzadi megbetegedések egyike a kronikus vesebetegség. A varhato
¢lettartam novekedése, valamint vesekdrosodassal tarsuld megbetegedések ¢és
elvaltozasok (cukorbetegség, magasvérnyomas betegség, magas vérzsirkoncentracio)
végallapotu veseelégtelenség kialakuldsdhoz vezethetnek. (Bolignano és mtsai 2014)

A kronikus vesebetegség 2002-ben az egyesiilt allamokbeli National Kidney Foundation
altal megfogalmazott definicigja alapjan “kiillonb6z6 okok miatt Iétrejove, minimum 3
honapja fennalld strukturdlis és/vagy funkciondlis vesekarosodas”. A definiciot a
magyar vesegyogyaszati szakmai szervezetek is elfogadtdk és honositottak.

A vilag szamos pontjan végeztek felmérést a kronikus vesebetegség eldéfordulasanak
megallapitdsdra, mindezek alapjan a lakossag 10-16%-a tekinthetd kronikus
vesebetegnek. (Chadban és mtsai 2003, Hallan és mtsai 2006, Coresh és mtsai 2007,
Wen ¢és mtsai 2008, Pani és mtsai 2014, Wen ¢és mtsai 2014)

Magyarorszadgra vonatkozoan kevés adat all rendelkezésre a kronikus vesebetegek
szamat tekintve, leginkdbb a dializisre szoruld paciensek adatai alapjan becsiilhetd a
prevalencia. (Kiss és mtsai 2013, Nagy 2013) A dializis kezelésben részesiil6 magyar
paciensek szdma a 1991 és 2015 évek kozotti idészakban szamottevéen emelkedett:
1991-ben 0sszesen mintegy 1900 f6 részesiilt dializis kezelésben, és 2015-ben Osszesen
11743 6 részesiilt. Magyarorszagon 2015 decemberében 6430 személy szdmara volt
sziikség hemodializis kezelésre. Osszességében Magyarorszagon a hemodializis
prevalencia 2015-ben 643 személy / milli6 lakos volt. (Kulesar 2010, Kulcsar 2015)

A veseelégtelenséggel ¢lok szamanak novekedéséhez tarsuldan a vesetranszplanticio
szama vilagszerte folyamatosan emelkedik. Magyarorszdgon 1991-ben 160 cadaver
vesetranszplantacio volt, a vesetranszplantacio szama 2014-re 341-re emelkedett, amely
2016-ban is kozel azonos szinten maradt az éves 307 vesetranszplanticioval. A
magyarorszagi vesetranszplantaciok szamanak ndvekedését magyardzd okok koziil
elsdsorban az Eurotransplant-hoz csatlakozdsa emelhetd ki, amely 2013-ban a teljes

jogu tagsag elnyerésével valt teljessé. (Langer R 2010, Szelestei 2011)
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A kronikus vesebetegek szaméanak folyamatos novekedése miatt a vesekarosodas
kialakulasanak vizsgalata, a molekuldris €s sejtszintli folyamatainak feltarasa kiilondsen
fontos, és ennek elsddleges célja a vesebetegségek megeldzése. Sajnos jelenleg nem all
rendelkezésre olyan specifikus gydgyszer, amely a karosodott vese strukturdjat eredeti
allapotdba visszaallitand. Gyodgyitd eszkoztarunkban jelenleg a vesekarosodas
morfologiai megjelenéseként lathaté fibrozis folyamatdnak lassitasat eldsegitd
gybgyszeres hatdéanyagok vannak, amelyek els6sorban vérnyomascsokkentd hatastak.
Ezen gydgyszerek els6sorban a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer mitkdését gatld
hatéanyagok csoportjdba tartoznak. A vérnyomascsokkentd gyodgyszerek egyeldre
széles spektrumu hatassal birnak, és ennek kdvetkeztében az esetleges mellékhatasok is
szdmottevoek lehetnek. A specifikusabb gyogyszerek kifejlesztéséhez a vesefibrozis
folyamatanak sokkal pontosabb megértése sziikséges, ez alapozhatja meg az
eddigieknél célzottabb gydgyszerek kifejlesztését, és a pontos terdpia tervezését és
alkalmazasat.

Munkacsoportunk az elmult években a vesefibrozis kialakuldsdban résztvevd egyes
jelatviteli molekuldk intracelluldris szerepét vizsgélta, dolgozatomban ezen munkank

eredményeit foglalom Gssze.

1.2 A tubulointersticialis vesefibrozis morfologiaja

A vesében kotdszovetfelszaporodast és ezaltal vesefunkcio csokkenését eldidézo
betegségek koziil kiemelkedden fontosak a cukorbetegség, a magasvérnyomasbetegség,
gyulladésos vesebetegedések, valamint mindazon koroki tényezdk, amelyek a vesében a
glomerulusokat, a tubulusokat vagy az érképleteket karositjadk. Ezen folyamat
eredményeként a glomerulusok és a tubulusok helyén kotdszovet jelenik meg, és az
ehhez sziikséges kotdszovet-termeld sejtes elemek szdmanak ndvekedése is
megfigyelhetd. (Zeisberg és Neilson 2010, Lopez-Hernandez ¢és Lopez-Novoa 2012)

Tovabbra is nyitott kérdés, hogy a vesekdrosodas sordn mely folyamatok vezetnek
“adaptiv’, “minimalis hegesedéssel” jard, normalishoz hasonldé mennyiségii
intersticialis kotdszovetgylilemmel jellemezhetd gydgyulashoz, és mely esetekben
alakul ki “maladaptiv” folyamat, amelynek soran jelentds kotdszovetfelszaporodas
alakul ki az intersticiumban, és ezaltal a vese szdoveti allomdnyédnak irreverzibilis

karosodasa kovetkezik be. (Eddy 2014)
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Az ¢ép ¢és fibrotikus vesében az intersticidlis kotdszovet mennyiségének dinamikus
egyensulyat szdmos tényezd befolyasolja. Az ép vesében az intersticium I, III, V, VI,
VII, XV-6s kollagének mellett szulfatdlt ¢és nem-szulfatadlt proteoglikanokat,
glikoproteineket és poliszacharidokat tartalmaz. A fibrozis korai fazisdban a kollagén I
¢s kollagén III mennyisége emelkedik meg. Mindezek mellett a fibronektin, tenascin-C,
valamint bazélis membran komponensek (IV-es €s V-0s tipusu kollagén fragmentumok,
integrinek, laminin, nidogen, heparin szulfat proteoglikan), aggrecan, hyaluronan,
versican, decorin, byglican, fibromodulin, osteonectin, thrombospondin, vitronectin,
hensin mennyisége is megemelkedik és kiillonbozo fibrillinek is kimutathatova valnak,
¢s mennyiségiik folyamatosan valtozik. (Zeisberg ¢és Neilson 2010, Eddy 2014,
Genovese ¢és mtsai 2014)

A vesefibrozis folyamatanak elsd, morfologiailag is észlelhetd 1épésében a tubularis
epitélsejtek ellapuldsa és apikalis kefeszegélyiik egyenetlenné valasa vagy eltlinése
lathatd, amelyhez a tubulus lumen tdgulata ¢és a tubularis bazalis membran
megvastagodasa tarsul. Ezt kovetden a tubulusok kozotti intersticidlis térben
kotészovet-felszaporodas figyelheté meg. A felszaporodé intersticidlis kotdszovet és a
megvastagodd tubularis bazalis membran a peritubularis kapillarisokbol tubularis
epitélsejtek irdanyaba iranyuld oxigén diffuzidt gatolja, ezért a tubularis epitélsejtek a
hypoxias karosodas miatt ellapulnak, és tubuléris atrofia alakul ki. A fibrotikus vese
mikroszkdpos szovettani vizsgalata soran glomeruloszklerozis, tubularis atréfia,
intersticidlis fibrézis és arterioszklerdzis lathatd, valamint megemelkedett szdmu
intersticialis kotdszoveti sejt észlelhetd. A vesefunkcid karosodast eldsegiti a vérellatas
csokkenése, amelynek hatterében két kompomens is szamottevd hatasi. Az egyik
komponens az érfal-megvastagodas ¢és érlumen-sziikiilet, amely a glomerulusok
kiegyensulyozott vérellatdsanak csokkenését idézhetik eld. A masik komponens a
glomeruldris kapillaris kacsok lumenének sziikiilete vagy elzarodédsa altal eldidézett
véraram csOkkenés, amelynek kovetkeztében az efferens arterioldn keresztil a
peritubularis kapillarisokban 4aramlé vér mennyisége csokken, és ezaltal a tubularis
epitélsejtek oxigénellatdsa zavart szenved. Ennek kovetkeztében a peritubuldris
kapillarisok bazalis membranjanak megvastagodasa kovetkezik be, amely a tubularis
epitélsejtek tovabbi oxigénhianyos karosoddsdhoz vezet. Mindezen vérellatasi

karosodasi folyamatok a vese alapstruktirajanak folyamatos roncsoloddséhoz vezetnek.

10
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Korai kisérletes eredmények alapjan a vesefibrozis mechanizmusat mas belszervek
fibrotikus folyamataihoz hasonlonak gondoltdk. A vese morfologiai vizsgéalatdhoz nagy
1okést adott a diagnosztikus vesebiopszids mintdk tanulméanyozéisa, ¢és ennek
kovetkeztében az intersticidlis fibrozis kiilonbozd formait irtak le:

1. Kiterjedt hegszovet veseallomany-karosodassal, amely elsdsorban infarktus
vagy pyelonefritisz esetén alakul ki. A szdvettani kép nagyszdmu nefron
karosodasa kovetkeztében bekovetkezett valaszreakcionak tekinthetd.

2. Kicsiny, helyenként diffuz, masutt fokalis kotdszovet felszaporoddssal jard
tubulointersticidlis fibrozis. Ezen szoveti kép egy-egy sériilt nefronhoz kothetd,
¢és a fibrozis a glomerulus, a tubulus vagy az ezeket ellatd érstruktara sériilése
folytan alakul ki. (Farris és mtsai 2011, Farris és Colvin 2012)

A vesefunkci6 romlasdnak magyardzatat kutatva a morfoldgiai eltérések és a
funkcidbeli valtozasok kozotti kapcsolat meghatdrozdsa soran szadmos tényezd
felmeriilt. Szamos tanulmany a vesefunkciot jellemzd glomerularis filtracios rata (GFR)
¢s a morfoldgiai eltérést jelzé tubulointersticidlis fibrozis mértéke kozott mutatott ki
Osszefliggést. A vesekarosodds okainak magyaradzatat kutatva ezen Osszefliggés
iranyitotta a figyelmet a tubulointersticidlis fibrézis jelentdségére. (Risdon és mtsai
1968, Schainuck és mtsai 1970, Striker és mtsai 1970, Servais €s mtsai 2011)

A vesefunkci6 véltozasa és az annak megfeleltethetd szovettani eltérések vizsgalata az
utdbbi évtizedekben a sajat vese megbetegedései mellett a transzplantalt vese esetében
is novekvd szamu adatot eredményezett. Az ijabb vizsgélatok a transzplantalt vese
tulélése szempontjabdl az intimalis érfalmegvastagodas, és arteriola hialinozis mellett
az intersticidlis fibrézis prognosztikai szerepét emelték ki a transzplantalt vese talélése
szempontjabol. (Kamar és mtsai 2012, Lee és mtsai 2016)

A progressziv tubulointersticidlis fibrozis kialakuldsa sordn a megndvekedett szamu
intersticialis sejt az extracellularis matrix (ECM) termeléséhez sziikséges fehérjéket
expresszalja, illetve az intersticidlis sejtek az ECM termelésre alkalmas sejtekre
jellemzd fehérje markereket expresszalnak. Ezen folyamat kozponti sejtes eleme a
myofibroblaszt, amelynek kialakulasa és funkcidja az utdbbi években a vesekutatds

egyik kdzponti kérdésévé valt. (Grande és Lopez-Novoa 2009, Grgic és mtsai 2012)

11
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1.3 A tubulointersticialis fibrozis sejtes elemei

A myofibroblasztok legelsé leirdsara 1972-ben bér szdvetminta elektronmikroszkopos
vizsgalata sordn keriilt sor. A vizsgalat soran a sejtekben kontraktilis stressz-fehérjék,
aktin citoszkeleton ¢és durva endoplazmds reticulum volt lathat6, valamint
megfigyelhetd volt a citoplazmdban a lizoszomak hidnya is. (Gabbiani és Majno 1972)
A késobbi vizsgélatok ezen morfologiai jellegzetességeket megerdsitéen a
myofibroblasztokat kerek sejtmaggal jellemezték. A myofibroblasztokban a citoplazma
kozepes szélességli, és benne az a-simaizom aktin (SMA) mellett vimentin, fibronektin,
S100A4 (vagy mas néven Fibroblaszt specifikus protein = FSP-1), Heat shock protein
47 (HSP47) fehérje is kimutathatd. (Le Hir és mtsai 2005, Meran és Steadman 2011,
Kramann és mtsai 2013)

A myofibroblasztok jeletdségét vizsgalva kimutathato volt az intersticialis
myofibroblasztok szdma ¢és a vesefibrozis sulyossaga kozotti, valamint a
myofibroblasztok szdma és a veseelégtelenség kialakulasdnak sebessége kozotti
Osszefiiggés. (Qi és mtsai 2006) Humén vesebiopszids szovetmintdk vizsgalatakor
megemelkedett szamu myofibroblaszt volt kimutathaté diabéteszes nefropatia, IgA
nefropatia, lupusz nefritisz esetében, és a transzplantalt vesékben kimutathaté kronikus
allograft nefropatia soran is. Allatkisérletes modellek vizsgalatakor a vesében egyoldali
uréter obstrukcids kisérletekben egérben ¢és patkanyban volt emelkedett szamu
myofibroblaszt kimutathat6. (Grande és Lopez-Novoa 2009)

A myofibroblasztok eredetét kutatva nagyszamu kisérletes adat sziiletett, ennek soran
felvetették epitélsejt, fibroblaszt, pericita, perivaszkularis sejt, valamint endotél sejt
myofibroblaszt-jellegli mezenchymalis tipusu sejtté alakulas lehetdségét is. (Farris és
Colvin 2012, Kramann és mtsai 2013, Nakagawa ¢és Duffield 2013)

A vesefibrozis soran megjelend, jelentds szamu intersticialis myofibroblasztokat hosszi
ideig az epitél sejtekbdl szarmaztathatoként jelolték meg. Ezen elmélet alapjan a
vesében a szdvetkarosodast eldidézd hatasok vélaszreakcidjaként a tubuldris epitél
sejtek  az  epitelidlis-mezenchymalis  tranzici6 (EMT)  folyamata  soran
myofibroblasztokkd alakulnak. A  kordbbi allatkisérletes modellek alapjan
megallapithaté volt, hogy a myofibroblasztok akar 40%-a is a tubularis epitélsejtekbol

szarmazik. (Iwano és mtsai 2002)
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Tovabbi in vivo megfigyelések alapjan az endotél sejtek endotél-mezenchymalis
tranzicidjat is leirtdk, és ennek kdvetkeztében a myofibroblasztok akar 40%-a johet 1étre
ezen endotél-mezenchymalis tranzicid soran. (Zeisberg és mtsai 2008)

LeBleu és munkatarsai kisérletes egérmodellben azt igazoltak, hogy a myofibroblasztok
mintegy 50%-a proliferald fibroblasztokbol szdrmazik. A maradék, nem-proliferald
myofibroblasztok 35%-ban csontveldi eredetli sejtekbdl differencidlédnak, 10%-ban
endotelidlis-mezenchymalis tranzicid Utjan, és 5%-ban epitelidlis-mezenchymalis
tranzicid Utjan képzddtek. (LeBleu és mtsai 2013)

Ugyanakkor a legtijabb megfigyelések alapjan az EMT szerepe nemcsak az ardnyaiban
kisebb szdmu myofibroblaszt létrejottében kiemelkedd. A vizsgalati eredmények arra
utalnak, hogy az tigynevezett parcialis EMT sordn olyan szignalmolekuldk keriilhetnek
az intersticiumba, amelyek elengedhetetlenck az egyéb sejtforrasbol kialakuld
myofibroblasztok 1étrejottéhez is. (Grande és mtsai 2015)

Mindezekhez hasonloan Humphreys és Asada is elsésorban a madr intersticiumban
meglevd mezenchymalis sejteket tartjadk a myofibroblasztok “dsének”, ugyanakkor a
myofibroblasztok eredetének pontos tisztdzasahoz még tovabbi vizsgélatokra van
szlikség. (Humphreys és mtsai 2010, Asada és mtsai 2011, Eddy 2013, Nakagawa ¢és
Duffield 2013, Ballhause ¢és mtsai 2014)

Mack ¢és Yanagita 2014-es dolgozataban Osszegyljtott adatok alapjan a fibrozis
kialakulasa soran a myofibrolasztok ardnya a sejtes elemek kozott 0% és 90% kozotti
volt. (Mack és Yanagita 2014)

A vesében az energiafelhaszndlas dontd részéért felelds tubuldris epitélsejtek fiziologias
koriilmények kozott az ECM termelésében kozvetleniil nem vesznek részt. Ugyanakkor
karositd tényezOk hatasara az epitélsejtek aktivalodhatnak, és eredeti funkcidjukat
elveszithetik, benniik mezenchymalis jellegzetességek jelenhetnek meg. Az epitelidlis-
mezenchymalis tranzicido (EMT) sordn az aktivalt epitélsejtek elveszitik az epitelialis
tulajdonsagaikat (apiko-bazéalis polaritds, kompakt sejtalak, sejt-sejt kozotti
kapcsolatok), valamint az epitelidlis sejtekre jellemzd intracelullaris molekularis
markereiket. Az elmult években a vesében nagyszamu EMT-re jellemzd marker
kisérletes vizsgalata tortént, amelyek részben az epitelidlis markerek mennyiségének
csOkkenését (pl. occludin, claudinok, zonula occludens-1, E-cadherin, P-cadherin,

cytokeratin 18) igazoltdk. Ezzel parhuzamosan mezenchymalis morfologiai
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jellegzetességek (megnyult sejtalak, megnovekedet motilitas és kontraktilitds) valamint
mezenchymalis molekularis markerek (vimentin, a-SMA, N-cadherin, OB-cadherin)
megjelenése észlelhetd. (Quaggin és Kapus 2011, Loeffler és Wolf 2015)

Egér kisérleti modellben az EMT soran epitelidlis sejtek a bazalis membranon atjutva az
intersticiumban jelentek meg, azonban human kisérletes eredményekbdl egyeldre csak
kevés adat all rendelkezésre. (Zeisberg és Neilson 2009, Inoue és mtsai 2014) Oldfield
¢s munkatdrsai patkdny és human mintdkon végzett immunhisztokémiai vizsgéalatai
kronikusan fennélld diabéteszes nefropatia soran a patkdny vesében a-SMA-t mutattak
ki mintegy 5%-nyi intakt epitélsejt citoplazméjdban. Humdn vizsgalatokban 15
cukorbeteg szovetmintdjaban ugyancsak kimutathatd volt az epitélsejtekben a-SMA.
(Oldfield és mtsai 2001)

Mandache és munkatarsai immunfluorescens ¢és elektronmikroszképos vizsgélatokkal
diabéteszes nefropatidban az intersticiumban a tubularis bazalis membranhoz kozel
mutattak ki myoepitelialis jellegzetességii sejteket. (Mandache és mtsai 2011)

A karosodott epitélsejtek tovabbi sajatossdgai, hogy exoszomakat bocsatanak a
kornyezetiikbe, amelyek az intersticialis fibroblasztokban proliferaciot, valamint -
SMA expressziot, F-aktin expressziot, és I-es tipust kollagén termelddést indukalnak.
Ezen hormonalis hatas f6 mediatora Borges és munkacsoportjanak eredményei alapjan
az exoszomakban taldlhaté Transzformalé Novekedési Faktor-fl1 (TGF-B1) mRNS,
amelyet a fibroblasztok autofagia/fagociozis utjan vettek fel, és ezaltal a fibroblasztok
nagy sebességgel képesek TGF-B1 fehérjét termelni. A TGF-B1 termelés a kisérletek
sordn tobbek kozott kis interferdld siRNS kezeléssel gatolhatd volt. (Borges és mtsai
2013)

Tekintettel arra, hogy az élettani miikodését még megtartott, ugyanakkor mar karosodas
altal érintett, azaz aktivalt epitélsejtek a myofibroblasztoktol eltérd fehérje-expresszios
tulajdonsagokat mutathatnak, ezért az aktivalt epitélsejtek megnevezésére Mengel ¢és
munkatarsai az “epitelidlis-mezenchymalis fenotipus” megnevezést javasoljak. Mas
kozleményekben az “epitelidlis-mezenchymalis plaszticitas” fogalma jelent meg azon
sejtekre értendden, amelyekben az epitelidlis és mezenchymalis fehérjék is
kimutathatoak. (Mengel és mtsai 2012, Cao és mtsai 2017)

Vesekarosodas soran a tubularis epitélsejtek regeneracios képessége hossza ideig

megmarad, ilyenkor az epitélsejtek osztodasra képesek, és ezaltal a tubulusok
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alapstruktiraja tovabbra is megdrzott marad. A vesefibrozis progresszidjaval egy eddig
még pontosan meg nem hatarozott id6pontban azonban az epitélsejtek regeneracios
képessége mar nem elegendd a hianyzo sejtek potlasara, emiatt az epitélsejtekben
apoptozis, majd sejthaldl kovetkezhet be. Ezen iddpont meghatarozésa jelen tudasunk
alapjan még nem lehetséges, de azt mar tudjuk, hogy az epitélsejtek karosodasanak
folyamatat nagy szamu citokin, sejtciklust vezérld fehérje és oxidativ stressz-
homeosztazisért felelds faktor szabalyozza. (Eddy 2014)

Az el6zdekben részletezett sokrétii folyamatok arra utalnak, hogy a sejtek epitelialis és
mezenchymalis allapota k6zotti folyamat érzékenyen szabalyozott, tobblépcsds, szdmos
transzkripcids faktort, epigenetikai génexpresszids regulator hatast és molekularis
mechanizmust foglal magéaba. A “hibrid” fenotipusu sejtek tehat az epitelidlis allapot és
mezenchymalis allapot kozott vannak, ¢és kiilsé hatasra valamelyik allapotba
plasztikusan atalakulhatnak. Grande és munkatarsai egér kisérletes modellben a Snaill
fehérje szerepét vizsgaltak az EMT ¢és vesefibrozis folyamataban. Ezen fehérje a vese
embriogenezise soran az epitélsejtek prekurzoraiban expresszalodik, majd a kifejlett
epitélsejtekben aktivitasa alacsony szintre csokken. A vesefibrozist elindité folyamatok
kozott ezen fehérje aktivacidja is szadmottevd, azonban Onmagdban a fehérje
mennyiségének megndvekedése csak egy “részleges” EMT folyamathoz vezet az egér
vesében. A Snaill fehérje mennyiségének novekedésével jar6 folyamat soran az
epitélsejtekben megjelentek ugyan mezenchymalis jellegli fehérjék, ugyanakkor az
epitélsejtek még nem veszitik el polaritdsukat, és a vese tubulusok integritdsa is
megorzott. A Snaill fehérje inaktivalasat kdvetden a szovettani vizsgalatok minimalis
mennyiségll intersticialis kotdszovetet mutattak ki, amely alapjan a szerzok felvetették
annak lehetdségét, hogy a Snaill fehérje miikodésének szabalyozdsdval az eddig
egyiranytnak tekintett fibrozis folyamatit meggatolva esetlegesen a reverzibilis
folyamatok is elindithatdak lennének. Lovisa és munkatarsai vizsgalataik soran azt is
kimutattak, hogy a Snaill fehérje gatlasa a sejtciklus befolyasolasa révén idot enged az
epitélsejtek ezen koztes allapotaban egyes regenerativ folyamatok elinditasahoz, és ez
az 1d6 segithet az intersticialis fibrozishoz vezetd visszafordithatatlan folyamatok
aktivalodasanak megelézésében. Ennek kovetkeztében az EMT soran felszabadulo és
intersticialis fibrozist eldidézod citokinek expresszidja és epitélsejtekbdl kidramlasa sem

kovetkezett be. Mindezen megfigyelések eldrevetitik azt a lehetdséget, hogy a vese
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fibrozis soran manifesztdlod6 EMT harom potencialis mechanizmus révén jarul hozzé a
myofibroblasztok kialakuldsdhoz és a vesefibrdzis progresszidjahoz:
1. Az EMT hozzajarul a myofibroblaszt sejtpopulacié szamanak ndvekedéséhez,
mivel a myofibroblasztok mintegy 5%-a epitél eredetti lehet
2. A Snaill medialta részleges EMT hozzéjarulhat egy, az epitél sejtekbdl kiindulod
cellularis szabalyoz6 mechanizmushoz, amely révén az EMT a nem epitél
kompartmentet aktivalja
3. Az EMT egy ,fine tuning” lehetdséget is jelenthet a regeneracio és a koros
gyogyulés, azaz hegesedés kozotti folyamatban. (Grande és mtsai 2015, Lovisa
¢s mtsai 2015, De Chiara és Crean 2016, Lovisa és mtsai 2016)
Az intersticialis fibroblasztok a vese kdtOszovetes vazanak kialakitasaban jatszanak
szerepet, tobbek kozott kollagén I és kollagén III termelésben vesznek részt. (Lin és
mtsai 2008) Szegényes specifikus jellegzetességiik miatt morfoldgiailag nehéz
elkiiloniteni dket mas intersticialis sejtektdl. Eddigi ismereteink alapjan az intersticialis
fibroblasztok fejlett durva endoplazmds retikulummal ¢és F-aktin tartalmua
citoszkeletonnal rendelkeznek, valamint sejtmembranhoz kotott ekto 5’-nukleotidéz
fehérjét expresszalnak. (Kaissling és Le Hir 2008, Boor és mtsai 2010, Kaissling és
mtsai 2013) A vesekdarosodds sordn a fibroblasztokban myofibroblasztokra jellemzd
fehérjék expressziodja is kimutathat6. (Fujigaki és mtsai 2005)
A fibrocitak a fibroblasztoktol kiilonb6z6, ECM termeld sejteknek tekinthetéek. A
fibrocitakat jellemz6 molekularis markerek kozott hemopoetikus (CD45) €s stromalis
fehérjék termelése (I-es tipusu kollagén) is kimutathato. A fibrocitdk a vérkeringésben
is kimutathatéak kis szdmban, azonban ennek jelentdsége egyelére kevéssé ismert.
(Wada és mtsai 2011, Pan és mtsai 2014)
A gyulladasos sejtek koziil a CD4 fehérjét expresszald limfocitdk, CD11 fehérjét
expresszald monocitdk/makrofagok, dentritikus sejtek is kimutathatéak az intersticialis
fibrozis folyamataban. (Farris és Colvin 2012) A krénikus vesekdrosodds soran az
intersticiumban a makrofagok szdma forditott ardnyossidgot mutat a vese talélési
idejével. Ezen makrofagok nagyszamu citokint, fehérjét, enzimet és azok inhibitorait
termelhetik. (Yu és mtsai 2010) Kisérletes modellben a vesesériilésre adott valasz elején

a makrofagok szdmanak csokkentése a vesefibrozis mértékét is enyhitette, azonban a
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szovetsériilés késéi fazisdban a makrofdgok szamanak csokkenésének hatasara a
vesefibrozis kifejezettebb volt. (Duffield és mtsai 2005)

Ujabban a szamos szervben el6forduld perivaszkularis mezenchymalis sejtek (vesében
pericitak) myofibroblasztta valé transzdifferenciaciés modelljét is leirtdk, azonban az
eddigi eredmények alapjan a pericitdk nem tekinthetdk elsddleges myofibroblaszt
forrasnak. (Campanholle és mtsai 2013, Nakagawa és Duffield 2013)

Kisérletes tubulointersticialis fibrozis soran az elézdekben leirt EMT folyamatahoz
hasonldan az endotélsejtek is képesek mezenchymalis fenotipust sejtekké alakulni, ezen
folyamatot endotelidlis-mezenchymalis tranzicidnak (EndMT) nevezziik. Az endotél
sejtek az epitél sejtekhez hasonloan apikalis-bazolateralis irdnyu polarizaltsaggal
rendelkeznek, egymashoz tight junction kapcsolattal és mas adhézidés molekulakkal
kapcsolddnak. Az EndMT soran az endotél sejtekre jellemzé markerek (VE-Cadherin,
CD31, von Willebrand faktor, némely endotél-sejttipusban citokeratinok) mellett
mezenchymalis (fibroblaszt jellegli) markerek (a-SMA, FSP-1, N-cadherin, fibronektin,
vimentin, nestin, kollagén I, kollagén III, PDGFR-, MMP-2, MMP-9) megjelenése
lathato. (Zeisberg és mtsai 2008, Piera-Velazquez és mtsai 2011, Piera-Velazquez ¢és
Jimenez 2012, He és mtsai 2013)

A karosodott vesében a fibrozis folyamata mellett angiogenezis és lymphangiogenezis
is leirasra keriilt mar. Az angiogenezis a fibrotikus veseszovetben az endotél sejtek
szaméanak novekedéséhez is vezet. Az angiogenezis folyamatdban a Vaszkularis
Endotelidlis Novekedési Faktor-C (VEGF-C) kozponti szerepet jatszik, és az eddigi
vizsgalatok alapjan a folyamatot egy VEGFR gatld hatéanyag (sirolimus) gatolja.
(Sakamoto és mtsai 2009, Ozdemir és mtsai 2011)

Az EMT-re jellemz0 fehérjeexpresszids valtozasok klinikai relevancidjanak eredményei
még viszonylag szegényesek. A szakirodalomban minddssze kevés szamu klinikai
vizsgalat adatai lelhetdek fel. A legutdbbiak egyike a francia CERTITEM vizsgalat,
amelyben transzplantalt vesék fibrotikus folyamatait vizsgaltdk. Ennek soran
ugynevezett EMT-markereket hasznaltak, és ezek mennyiségének valtozasat kovették,
majd hasonlitottak Ossze a vesefunkcié paramétereivel. A vizsgalatban hasznalt EMT-
markerek a vimentin expresszid, f-catenin sejtmembran-citoplazma transzlokacio,

illetve a Snaill fehérje expresszio valtozasa voltak. (Rostaing és mtsai 2015)
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1.4 Humoralis elemek a tubulointersticialis fibrozisban

A tubulointersticialis fibrozis progresszigjadban ¢és az ECM mennyiségének
novekedésében a renin-angiotenzin rendszer elemeinek és a TGF-fB szupercsalad
tagjainak szerepe, valamint nagyszdmu egyéb novekedési faktor (tobbek kozott VEGF,
PDGF-f) részvétele igazolodott eddig.

1.4.1 Renin-angiotenzin rendszer

A renin-angiotenzin rendszer komponenseinek vérnyomast ¢és folyadékhaztartast
szabalyoz6 klasszikus hatdsai mellett az angiotenzin II-nek (Angll) ndvekedési
faktorszerti hatdsai is vannak, amelynek részeként mitogén aktivalta protein kinazok
(MAPK) aktivacioja, tirozin foszforilacid és ezaltal kiilonb6zd gének transzkripcids
aktivitasanak valtozasa is megfigyelhet6. Ezen folyamatok koziil az elmult években
szamos intracellularis jeltadviteli Ut azonositasdban munkacsoportunk is részt vett.
(Huszér és mtsai 2001, Terebessy és mtsai 2004).

Az Angll receptorok 1-es és 2-es tipusa (AT R és AT:R) a 7 transzmembran, G-fehérje
kapcsolt fehérjék csoportjaba tartoznak. Az Angll elsdleges, fibrotikus hatdsa az
AT R-on keresztiil valosul meg. Az AT|R dominans intracellularis jelatviteli utja az
intracellularis Ca*" koncentracié megemelése soran indul, amely aktivalja a foszfolipaz
C (PLC), foszfolipaz D (PLD) enzimeket, és az L-tipusti Ca-csatornat valamint a Rho
kindzt is. Mindezek mellett az Angll szdmos citoplazmatikus tirozin kinaz aktivalodast
is eldsegiti, ilyenek példaul példaul a Pyk2, c-Src, Tyk, FAK ¢és a Jak2 kindzok. Az
AT R aktivalodasat kovetden egyéb receptor tirozin kinazok (EGFR, PDGFR, IGFR) is
transzaktivalodhatnak, amelyek tovabbi specifikus jelatviteli utakat indithatnak a
sejtmag iranyaba. (Yin és mtsai 2003, Hunyady és Catt 2006, Ruster és Wolf 2011)
Ismert az is, hogy az AT R aktivalodasat kovetden a G-fehérjétdl fiiggetleniil tovabbi
jelatviteli utak is aktivalodnak, ezek kozott van a B-arrestin utvonal, valamint és egyéb
tirozin kindzok (JAK/STAT, Cdc42/INK, Src/Ras/ERK). (Hunyady és Catt 2006)

Az Angll altal elinditott intracelluléris jeltaviteli utvonalak hatdsara fibroblasztokban
sejtproliferaciot el6idézod fehérjék termelddnek és aktivalodnak. (Kagami és mtsai 1994)
Az Angll emellett az ECM mennyiségének novekedéséhez is hozzajarul, részben az

ECM termelésének fokozasa, részben az ECM lebontasaért felelds enzimek
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aktivitasanak csokkentése utjan. (Eddy 2005, Campanholle ¢és mtsai 2013)
Vesefibrozisban az ECM lebontasaért felelds szerin protedz gatlok koziil a Plazminogén
Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) mennyiségének novekedése figyelheté meg. (Eddy 2009)
Az Angll hasitasi termékei (Angiotenzin III és Angiotenzin IV) hasonloképpen
intracellularis jelatviteli utakat inditanak el tovabbi receptorokon keresztiil. (Li és mtsai
1995) Az Angll egyik hasitott termékének, az AnglV-nek (=Ang(3-8)) sajat receptora
van (AT4R). Az AnglV hormondlis hatisa donté mértékben ellentétes az Angll
hatasaval. (Moeller ¢s mtsai 1999, Mustafa és mtsai 2001, Chai és mtsai 2004)
Ugyanakkor érdemes megjegyezni, hogy az AnglV az AT ;R-on keresztiil is képes
hatést kifejteni, ennek fizioldgiai jelentdsége egyelére még nem ismert. (Yang €s mtsai
2010)

1.4.2 Transzformal6 Novekedési Faktor - béta (TGF-f)

A TGF-f csalad tobb mint 30 taggal rendelkezik, melyek kozé tartozik a TGF-1, TGF-
B2, TGF-B3, activinok, nodal fehérjék, Anti-Miillerian Hormon (AMH), Bone
Morphogenic Protein-ek (BMP), Novekedést és Differencialodast Eldsegité Faktor
(Growth Differentiation Factor = GDF), Glial-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) ¢és
szdmos egy¢b jelatviteli molekula. (Piek és mtsai 1999, Weiss ¢és Attisano 2013)
Kiilonbozo sejtek képesek TGF-f termelésére. Sériilés, hegesedés, gyulladas esetében
kiilondsen nagy mennyiségben termelddik parenchymalis sejtekben a vesében, tiidében,
méhlepényben és csontban is. Emellett az immunrendszerhez tartozo sejtek is képesek
termelni, példaul a limfocitdk és a makrofagok, illetve jelentds mennyiségli TGF-p-t
termelhetnek a trombocitak is. (Branton és Kopp 1999)

A TGF-f csalad tagjai egy hosszabb prekurzor fehérje forméjadban expresszalodnak,
majd a sejten beliili becsomagolast és az N-terminalis régi6 lehasadasat kovetden nyerik
el ,érett” formdjukat. A TGF-$ a termelddést kovetden intracelluldrisan a Latency-
Associated Proteinhez (LAP) kotddik, majd ez a fehérje-komplex a Latent TGF-§3
Binding Proteinhez (LTBP) kapcsolodva inaktiv formaban van jelen a vezikuldkban. Ez
a molekula-komplex szekretalodik a sejtbdl, és az ECM komponenseihez kapcsolddva

“tarolodik”. (Huang és mtsai 2008, Huang és mtsai 2008, Weiss és Attisano 2013)
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A TGF-f az inaktiv formabdl enzimatikus emésztés vagy egyéb hatdsra az LTBP-hez
kapcsolt formébdl felszabadulva dimer format képez, majd adimer-ligand a heteromer
¢s homomer parokat alkotdé I-es ¢és Il-es tipust TGF-f receptorok (TGFBR)
extracellularis doménjéhez kotddik. A TGF-f szupercsalad receptorai intracellularisan
szerin/treonin kindz aktivitdsuak. Gerincesekben az I-es tipusu receptorcsalad 7 tagbol,
a II-as tipust receptorcsalad 5 tagbol all, és a lingand-receptor dimerek affinitasa elérd
intenzitdsu intracellularis enzimaktivitdst indit. A ligand-receptor komplexekhez
tovabbi koreceptorok is kapcsolodhatnak, amelyek az intracelluldris jelatviteli utak
aktivitasat tovabb befolyasolhatjak. (Weiss és Attisano 2013)
A TGF-p receptorcsalad széleskort ligand- és receptor diverzitdsa ellenére emberben
funkcio és intracellularis jelatviteli utak tekintetében a TGF-p I-e receptorcsalad két
nagy csoportba sorolhato, a TGF-f receptor (TGF@R) és a BMP receptorok (BMPR)
csaladjaba. A TGFBR és BMPR csalddok is két jelentds intracelluldris jelatviteli utat
aktivalnak.
A TGF- intracellularis jeltaviteli utjdnak egyik dgdban a Smad fehérj¢k kozvetleniil a
transzmembran receptortdl a sejtmagba kozvetitenek jelet. Ezen jelatviteli agat Smad
dependens TGF-f3 jelatviteli utnak hivjuk.
A Smad fehérje-csalad konzervativ szerkezetet mutatd fehérjékbdl all, amelyek a
legyekben és férgekben leirt SMA és MAD fehérjékhez hasonld szerkezetet mutatnak.
Gerincesekben 8 kiilonboz6 Smad fehérje ismert, és 3 funkcionalis csoportra oszthatok:

1. receptor regulalta Smad-ok (R-Smad = Smadl, 2, 3, 5, és 9)

a. TGFPR indukalta Smad (Smad 2 és 3)
b. BMPR indukélta Smad (Smadl, 5, és 9)

2. kozos Smad mediator (Co-Smad = Smad4)

3. gatlo Smad-ok (I-Smad = Smad6 és 7).
A tipusos TGFfR aktivacios ut kezdetére jellemzd, hogy a TGF-3 fehérje az dllanddan
aktiv szerin-treonin kindz TGFPRII-h6z kapcsolodik, majd a TGF-/TGFBRII fehérje-
komplex a TGFBRI-et foszforilalja.
A TGFBRI foszforilaciojat kdvetden az R-Smad is foszforilalédik, majd az R-Smad

heteromer komplexet alkot a Co-Smad-dal (Smad4), és ez a komplex a sejtmagba

20



DOI:10.14753/SE.2018.2157

transzlokaloédik. (Moustakas és Heldin 2009, Massague 2012, Shimmi és Newfeld
2013).

A Smad fehérjék folyamatosan transzportalddnak a citoplazma és a sejtmag kozott. A
TGFPR aktivacio hatdsara a sejtmagban kimutathaté Smad fehérjék mennyisége megnd.
(Hill 2009) Az R-Smad ¢és a Co-Smad fehérjék kozvetleniil képesek a DNS-hez kotddni,
amellyel génszabalyozo funkcidt képesek betdlteni. (Shi és mtsai 1998, Jayaraman ¢és
Massague 2000) A Smad fehérjék DNS-hez kdtddése azonban kis affinitast, igy a stabil
kapcsolat kialakitasa céljabol tovabbi segitd fehérjék részvételére van sziikség. Ezen
folyamat soran az R-Smad keresi meg a specifikus DNS szekvenciat, ¢és az ehhez
kapcsolddd Co-Smad segiti el a transzkripcidt. (Feng és Derynck 2005, Moustakas és
Heldin 2009)

A gatld Smad-ok (I-Smad) termelddésének sebessége ugyancsak megné TGF-f3
hatasara, amelynek elsddleges célja a Smad jelatviteli utak talzott aktivalédasanak
megakadalyozéasa. Egér in vivo kisérletekben a Smad7 gén kiiités hatasara kifejezett
vesefibrozis alakult ki, mig kiilonb6zd allatmodellekben génterdpia alkalmazéasakor a
Smad7 fehérje thltermelése csokkentette a vesefibrozis mértékét. (Meng és mtsai 2013)
Béar a TGF-B1 intracellularis jelatviteli Utja meglehetésen konzervativ, ugyanakkor
szamos Smad-fiiggetlen utat is leirtak, amelyekben elsésorban az Angll jelatviteli
utjaban is fontos szerepet jatszo kis GTP-az aktivitasu fehérjék, valamint a MAPK-ok
¢s PI3K-ok vesznek részt. (Mu és mtsai 2012) A TGF-B1 aktivalja a kis G-fehérjék
koziil a Rho kis GTP-azt kiilonbozd sejttipusokban, emellett a TGF-1 képes aktivéalni a
MAPK utvonalat is (ERK, JNK, P38=MAPK14) aziltal, hogy nem csak szerin/treonin,
hanem tirozin-kindz aktivitassal is rendelkezik. (Kardassis és mtsai 2009, Zhang 2009,
Papadimitriou és mtsai 2011, Mu és mtsai 2012)

A TGF-B receptor szupercsaladhoz tartozik a Bone Morphogenic Protein (BMP)
receptorcsalad (BMPR) is. Ezen receptorok ugyancsak hetero- és homodimerek
kialakitasara képesek, é¢s a TGF@R-hoz hasonléan a BMP ligand kotddését kovetden
Smad jeltaviteli ut aktivalasat idézik eld. (He és mtsai 2013, Meng és mtsai 2013)

A TGF-B1 széleskorii szabalyozo funkcidjara jellemz6, hogy az ECM homeosztazisaért
felelds fehérjék koziil a TGF-B1 hatdssal van az ECM elbontasaért felelés matrix
metalloproteinazokra (MMP) is. A vesében TGF-f1 hatasira a MMP2 és MMP9

mennyisége is megemelkedik, mely hatas az EMT folyamatdhoz is sziikséges.
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Kisérletes sejtmodellben kimutathato volt, hogy a TGF-f1-gyel ellentétes hatést kifejtd
BMP7 jelenlétében csokkent a TGF-f altal indukalt PAI-1 fehérje termelddés. (Wang és
Hirschberg 2003, Meng és mtsai 2013, Zhao és mtsai 2013)

1.4.3 Az Angll és TGF-B1 kozotti kapcsolat jellemzése

Az Angll és a TGF-B1 egymast erdsitd hatasara vonatkozolag szdmos jol ismert adattal
rendelkeziink. A legelsd vizsgalatok soran tubularis epitél sejtkulturdban igazolodott,
hogy az Angll noveli a TGF-f1 expressziojat, valamint a TGFBR2 mennyiségét is.
(Wolf és mtsai 1993, Wolf és mtsai 1995, Wolf 1998, Wolf és mtsai 1999) Tovabbi
vizsgalatok soran bebizonyitottak azt is, hogy az Angll intracellularis jelatviteli utjai
koziil a p38 és INK enzimek aktivalodasa a thrombospondin-1 termelddését ndvelve az
LTBP-bol 0j TGF-P1 felszabaduléasat segiti eld. (Naito és mtsai 2004)

Mindezek mellett ér simaizom sejtekben végzett vizsgéalatok alapjan Rodriguez-Vita
munkacsoportja igazolta, hogy Angll a TGF-f1-t6l fliggetleniil is képes aktivalni a
Smad jelatviteli utakat. (Rodriguez-Vita és mtsai 2005) Ugyanezen munkacsoport
késébbi kisérleteiben azt is demonstralta, hogy EMT-ben az Angll képes a Smad
jelatviteli utat is aktivalni. (Carvajal és mtsai 2008) Az aktivalo és gatld hatasok
egyensulyanak fontossagat demonstralhato kisérletes adattal is, amelyben az Angll
intracellularis jelatviteli utjaban fontos ERK-MAPK 4ltal bekdvetkezd R-Smad
foszforilaciéo gatolja a R-Smad C-terminalis végének aktivaciojat, és ezaltal a Smad
jeltaviteli Giton is gatld hatés észlelhetd. (Kretzschmar és mtsai 1999)

Az Angll ¢és TGF-B1 altal indukalt és szorosan 0sszefonddo jelatviteli utakat szamos,
nem kozvetleniil a renin-angiotenzin rendszer befolyasolasara kifejlesztett gyogyszer is
képes befolyasolni. Példaként emlithetd, hogy a modern gyogyaszatban széles kdrben
gatoljak a TGF-B1-tdl fiiggetlen Angll indukalta Smad jelatviteli utat. (Rodrigues Diez
¢s mtsai 2010)

1.4.4 Tovabbi hormonalis faktorok tubulointersticialis fibrozisban

A vese normalis vérellatasaban szerepet jatszo fehérjék koziil a Connective Tissue

Growth Factor (CTGF) cisztin-gazdag moduléris fehérje. A CTGF jelatviteli utjaban
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integrinek, novekedési faktorok és morphogén fehérjék is részt vesznek. Elettani
koriilmények kozott a vesében a podocitak és pericitdk vesznek részt a CTGF
termelésében. A CTGF fehérje tultermelddése figyelheté meg diabéteszes nefropatiaban
¢és kronikus allograft nefropatiaban is. A CTGF fontos szerepet jatszik az érképzddés
folyamataban, valamint a keringési rendszer egyensulyanak fenntartdsdban ¢és az
egyedfejlodésben is. A kapillarisok alapszerkezetének sejtes elemei koziil a pericitak
CTGF  hatdsara  migralnak, ¢és  myofibroblaszt fenotipust eredményezd
fehérjeexpresszids valtozasok kovetkeznek be. A CTGF mennyisége TGF-B1 és TGF-
B2 hatasara is emelkedik, ezen folyamat intracelluldris jelatvitelében a MAPK mellett a
PKC ¢és a Smad3 fehérjék is fontos szerepet jatszanak. (He és mtsai 2013, Nakagawa ¢és
Duffield 2013)

A korabbiakban emlitett VEGF receptora, a VEGFR2 a vesében az endotél sejtekben
mutathat6 ki, és tobbek kozott a véralvadasi rendszer kiegyensulyozott mitkddéséért
felelds. A VEGF delécio kovetkeztében a glomerulus struktirdja destabilizalodik,
mikrotrombusok jelennek meg a glomerularis kapillarisok lumenében. A VEGFR2
aktivalodas hatdsara az intersticidlis vesefibrozis progresszidja lassul. Mindezen
eredmények az endotélsejtek normalis mikddésének fontossagara is felhivjdk a

figyelmet. (Sison és mtsai 2010)

1.4.5 Glomerularis sejtek szerepe a tubulointersticialis fibrozisban

Az ECM termelésért felelds sejtek kialakulasdhoz az EMT, EndMT és egyéb
transzdifferencidlodéassal jard folyamatok mellett a progenitor dssejtek folyamatos
jelenléte és differencidlodasa is hozzajarul. A kordbban mdar emlitett peritubularis
kapillarisok pericitdi, valamint a glomerulusok mezangialis sejtjei is kialakulasuk
kezdeti szakaszan hasonld molekuldris mintazatot mutatnak, mindketté sejtcsoport a
FOXDI1 fehérjét expresszalé embriondlis progenitor sejtbdl szarmazik. A glomerularis
bazalis membran strukturajanak megorzéséért felelés masik epitél jellegli sejttipus a
podocita, amely a pericitdkhoz hasonldan bazéalis membran fehérjéket termel,
stabilizalja a glomerularis endotél sejteket, a fenesztraciok fenntartdsaban részt vesz, és
a kapillaris permeabilitdst is befolydsolja. Glomeruldris karosodas hatasara a

pericitdkhoz hasonléan a podocitdk is mezangialis jellegli fehérjéket kezdenek el
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termelni, és ezaltal a pericitdkhoz hasonld fenotipustiva véalnak. (Nakagawa ¢és Duffield

2013)

1.5 Enzimatikus elemek a tubulointersticialis fibrozisban

Az ECM mennyiségének novekedéséért az el6zéekben leirt, sejtek illetve hormonok
altal indukdlt ECM termeld folyamatok mellett az ECM lebontasért felelés enzimek
aktivitasanak csokkenése is jelentds szerepet jatszik. Fizioldgids vesében a kollagén
termelddés ¢és lebomlas dinamikus egyensulya figyelhetd meg. Egér kisérleti modellben
kimutathat6 volt, hogy a kollagén mintegy 20%-a 2 hetente Gjratermelddik. (Eddy 2014)
Korabbi vizsgalatok soran az ECM degradacioért elsdsorban a neutrdlis proteinaz
csaladba tartozd matrix metalloproteindzokat (MMP) tartottak felelésnek. Az MMP-nak
eddig 23 tipusat irtak le az emberi szovetekben, amelyek koziil a vesében legalabb 10
tipus (1, 2, 3, 9, 13, 14, 24, 25, 27, 28) volt kimutathat6. (Hijova 2005, Genovese és
mtsai 2014) Utobbi idében szamos kisérleti adat utalt arra, hogy egyes MMP-ok
(példaul az MMP2 és MMP9) a vesében az EMT, EndMT, fibroblaszt aktivacio,
neutrofil granulocita stimulacio valamint a pericita-myofibroblaszt
transzdifferencialodés folyamataiban is szerepet jatszanak. Emellett a MMP-ok
nagyszamu fehérje, hormon, hormon-receptor, citokin ¢és kemokin mennyiségét
befolyasoljak. (Catania és mtsai 2007, Zhao és mtsai 2013, Genovese ¢s mtsai 2014)

A MMP-ok mellett az ECM kozponti alkotéelemét jelentd kollagén enzimatikus
lebontasara a szerin protedzok (plazmin, katepszin G), ADAM fehérjék (dizintegrin €s
metalloproteindz), ADAMTS csaldd (dizintegrin és metalloproteindz thrombospondin
motivummal) tagjai, valamint a lizoszomadlis enzimek koziil a cisztein protedzok
(katepszin B, H, L) és aszpartat protedzok is képesek, mivel valamennyi emlitett enzim
kollagenaz aktivitassal is rendelkezik. Az eddigi vizsgalatok alapjan a MMP enzimek a
termelddd kollagének lebontasa altal a hegesedés folyamatat is gatolhatjak, ezaltal a
kiterjedt hegszovet megjelenését is megeldzhetik. Ugyanakkor a MMP2, MMP7,
MMPY génkiiitott egerekben a vesefibrozis mértéke kifejezettebbé valt, amely
megfigyelés arra utal, hogy tovabbi ECM-ben tarolt, inaktiv allapotG hormon ¢és
sejtciklusszabalyozé tényezd is fontos lehet a fibrozis folyamatédban. (Eddy 2014)

A MMP-ok mennyiségének egyik {6 szabdlyoz6é mechanizmusa az MMP fehérjék

enzimatikus lebontasa vagy az MMP enzimaktivitds gatlasa a TIMP (tissue inhibitors of
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metalloproteinase) fehérjék jelenléte altal. Az emlés TIMP-ek koziil eddig az 1, 2 és 3-
as tipust talaltak meg vesében. (Genovese és mtsai 2014)

A kollagenaz aktivitassal rendelkez6 ADAMTSI a sériilt pericitiban az egyik
legnagyobb mértékben aktivalodasra képes géntermék. Az ADAMTSI1 fehérje egyik
természetes inhibitora a TIMP-3, amely nagy mennyiségben termelddik normalis
vesében. Szovetsériilés kovetkeztében a TIMP-3 mennyisége jelentds mértékben
csokken. (Schrimpf és mtsai 2012)

Az ECM homeosztazis fenntartdsadban a MMP-ok aktivitasanak modulalasa mellett a
proteaz inhibitorok hatésa is szdmottevonek tekinthetd. A kotdszovet-jratermelédéshez
hozzajaruld protedz inhibitorok koziil munkacsoportunkkal kisérleteink soran a
Plazminogén Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) szerepét vizsgaltuk, igy ennek in vitro és in
vivo koriilmények kozott kifejtett hatasait foglalom dssze.

A Plazminogén Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) a szerin protedz enzim (szerpin)
szupercsaladba tartozik, 50 kDa molekulatomegii fehérje, amely akut fazis fehérjeként a
majban valamint zsirsejtekben termelddik, de emellett leirtdk vaszkularis
endotélsejtekben, szivizomsejtekben, fibroblasztokban ¢és makrofagokban is a
termelddését. A PAI-1 a vérplazmaban keringve percekben mérhetd féléletideji,
vitronektinnel alkotott komplexet alkotva azonban hossza ideg stabil allapoti. A PAI-1
fehérje a normal vesében nem mutathatd ki, azonban szdmos vizsgalat alapjan a vese
sejtes elemeiben (glomerularis sejtek, tubularis epitélsejtek, makrofagok, fibroblasztok)
a PAI-1 fehérje expresszioja indukalhat6. (Eddy 2002, Eddy és Fogo 2006, Eddy 2009,
Ghosh ¢és Vaughan 2012)

A PAI-1 fehérje vesefibrozisban betoltott szerepét tobbek kozott a fehérje
mennyiségének valtozasaval eldidézett folyamatokban vizsgéltdk. Kisérletes
allatmodellben PAI-1 termelddés fokozodasa Osszefliggést mutatott a vesefibrozis
gyorsabb progresszidjaval. Mindezekkel ellentétben a PAI-2, nexin-1, szerin proteazok
(uPA, tPA, plazmin) jelenléte nem ndvelte a fibrozis mértékét. (Oda és mtsai 2001,
Matsuo ¢és mtsai 2005) A PAI-1 fehérje hidnya, mutans PAI-1 overexpresszio, valamint
PAI-1 ellenes antitest hasznélata csokkentette a vesefibrézis mértékét. (Huang és mtsai
2003, Huang ¢és mtsai 2008, Huang és mtsai 2009)

A plazmin/plazminogén aktivator/PAI rendszer szertedgazo hatésa tekintetében szamos

kapcsolodasi pont ismert a TGF-B rendszerhez, a renin-angiotenzin rendszerhez,
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valamint az EMT folyamatdhoz. A plazmin kinai horcsdg ovarium (CHO) sejtekben
aktiv TGF-f1 felszabadulast idéz eld, valamint szerepet jatszik az EMT-ben is. (Lyons
¢és mtsai 1990, Zhang és mtsai 2007) A gatld hatast PAI-1 ugyancsak szerepet jatszik az
EMT-ben ¢és az EndMT-ben is, valamint PAI-1 génkiiitott egerekben is nagymértéki
kotészovetfelszaporodas volt lathato, elsésorban a szivben. (Ghosh és Vaughan 2012,

Ghosh és mtsai 2013)

Szamos kisérletes eredmény alapjan az Angll hatasara a PAI-1 expresszid6 mértéke
fokozodik vaszkularis simaizomsejtekben, valamint patkdny ¢és huméan mezangialis
sejtekben. (Ridker és mtsai 1993, van Leeuwen és mtsai 1994, Wilson és mtsai 1997,
Motojima és mtsai 2000) Ezzel ellentétesen marha endotélsejtben és human tubularis
epitélsejtekben a PAI-1 expresszié fokozodasat AnglV jelenlétében lattak, de az Angll-
nek nem volt fehérjeexpressziot fokozo hatdsa. (Kerins és mtsai 1995, Gesualdo ¢és
mtsai 1999) Az Angll termelésért felelds renin enzim eldalakjanak, a proreninnek is
lattak a mezangialis sejtekben és ér simaizom sejtekben hatasat, mindkét sejttipusban az
Angll novelte a PAI-1, TGF-1 és a fibronektin mRNS mennyiségét. (Zhang és mtsai
2008, Zhang ¢és mtsai 2012)

1.6 TGF-p hatasa a vese epitél sejtekre és az EMT-re

A TGF-f kettds-arct hatdsa kiterjedt szakirodalommal rendelkezik. A TGF-f3 egyrészt
sziikséges a normalis egyedfejlodéshez, az extracelluldris matrix homeosztizisanak
fenntartasahoz, ugyanakkor a fehérje tiltermelddése olyan karos hatasokat indit el,
amelyek végsd soron fibrozishoz vagy rosszindulatii daganat kialakuldsdhoz vezetnek.
A TGF-B a fibrozis folyamata mellett a rosszindulati daganatok keletkezésében is
fontos szerepet jatszik, ugyanakkor egyes daganatellenes folyamatban is leirtak
lényeges hatdsat. (Connolly és mtsai 2012, Meng és mtsai 2016)

Vesében a TGF-f mennyiségének novekedése kiilonbozo, progressziv vesefibrozissal
jaré glomeruldris betegségekben figyelhetd meg. Ezen betegségek koziil leggyakoribbak
a diabéteszes nefropatia, a fokalis szegmentélis glomeruloszklerézis (FSGS), IgA-
nefropatia, félholdas gyulladéassal jar6 glomerulonefritiszek, és a lupusz nefritisz. A
TGF-B-nak a glomeruloszklerozis kialakuldsaban is kiemelkedd szerepe van. Mindezen

betegségek az ECM mennyiségének novekedésével jarnak, és ezen betegségek
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folyamatéban a glomerulusban és az intersticiumban is mindhdrom TGF-f izoforma (1-
3) mennyisége, valamint a TGF-f receptorok szdma is megemelkedik. (Loeffler ¢s Wolf
2014)

A TGF-f hatéséra a vese hamjellegii sejtjei koziil a podocitakban labnytlvanyok kozotti
tér kiszélesedése, fibronektin és kollagén IV (a 3) mennyiségének ndvekedése, ECM
homeosztazisban szerepet jatszo enzimek (példaul MMP9) termelésének ndovekedése, ¢és
a nefrin fehérje termelésének csokkenése jellemzd. A TGF-f hatdsara a podocitak p38,
Caspase3, ¢s a Smad7 medialta apoptézis kovetkezhet be. TGF-f hatisara a
podocitakban EMT-re jellemz6 fehérjék expresszidja kovetkezik be. (Loeffler és Wolf
2014)

Tubularis epitélsejtekben a TGF-B1, az ,,Advanced-Glycation End” termékek (AGE) és
Angll hatdséra intersticialis fibrozis, EMT, apoptdzis, tubularis atrofia kovetkezik be, és
egyes kisérletekben sejtproliferacio is észlelhetd volt. Tovabbi kisérleti modellekben
TGF-f ellenes antitestek hasznélata soran csokkent a tubularis atréfia és a tubularis
apoptozis mértéke. Wu és munkatarsainak adatai alapjan az epitélsejteken kivil a
tubulusok kornyezetében eléforduld pericitdk is aktivalédnak. Ezen folyamat soran a
sériilt epitélsejtek altal szekretalt ndvekedési faktorok hatdsara pericita-myofibroblaszt
tranzicid is bekovetkezhet, és megfigyelhetd volt az is, hogy ezek a hatdsok nem jartak
Osszefoglaloan a tubulointersticidlis fibrozis folyamata jellegzetes patofiziologiai
1épésekbdl épiil fel:

1. Aktivacios fazis: tubuldris, perivaszkularis, mononuklearis sejtek aktivacioja és
intersticiumbeli megjelenésiik, valamint ezen sejtekben gyulladasos fehérjék
termelése és kibocsatasa.

2. Fibrogenetikus szignal fazis: kiillonb6zd sejttipusokban fibrézist eldsegitd
fehérjék (TGF-B, CTGF, Angll, PDGF) termelése.

3. Termel6dési fazis: ECM alkotoelemeinek termelésének novekedése, ECM
lebontés csokkentése.

4. Destrukciés fazis: az intakt miikodoképes nefronok szamanak csokkenése, és
ezaltal a vesefunkcio besziikiilése. (Loeffler és Wolf 2014)

In vitro kisérletek alapjan TGF-B az EMT folyamatat indithatja el, ¢és a

myofibroblasztok kialakuldsdhoz az alabbi 1épések sziikségesek:
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1. Adhéziés molekuldk (E-cadherin és ZO-1) expressziojanak csokkenése, €és az
adhéziés molekuldk lebontasakért felelés enzimek (MMP-ok) mennyiségének
emelkedése.

2. a-SMA fehérje termelddés és az aktin reorganizacio a tubularis epitélsejtekben.

3. A tubularis bazalis membran lebontasaért felelos MMP-ok (MMP2, MMP9)
mennyiségének megemelkedése.

4. A tubularis epitélsejtek sejt-sejt kapcsolatainak megsziinése, és a sejtek
intersticiumba vandorlasa.

Az EMT kulcslépéseit Yang és munkatarsa 2001-es publikacidjukban a napjainkra mar
klasszikussa valt abrajukban foglaltak ossze. (1. dbra)

De novo aSMA expression
and actin reorganization
Loss of epithelial adhesion

1 1
TGF-B1 offollo(loflo ~ o ][0 |0\ 0

Epithelial cell E-cadherin

of(oyjeyjfofo
TR Enhanced cell migration
TBM and invasion
- v \1/
B MMP-2
/
Myofibroblast

1. abra: Az EMT folyamatanak négy kulcslépése sematikusan. (Yang és Liu 2001)

1.7 Az a-SMA expresszio szabalyozasa az EMT soran

Az elmult évek irodalmi adatai alapjan komplex kép rajzolddott ki az EMT-ben szerepet

Jatszo szignal mechanizmusokrol. A szigndl mechanizmusok sejten beliili haldzataban
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egymast erdsitd és gatlé folyamatok vannak, melyek koziil a TGF-f1 altal szabalyozott

jellegzetes molekulékat a 2. dbran foglalom 6ssze.
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2. abra: TGF-P1 altal aktivalt jelatviteli utak az EMT-ben. (Derynck és mtsai 2014)

A TGF-f1 mellett szamos egyéb Smad fehérjefunkciot és génexpressziot befolyasolo

jelpalya is aktivalodhat EMT soran, ezek Osszefoglaldsat a 3. abra tartalmazza.
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egyik jellegzetesen expresszalt fehérjéje és ezaltal az EMT egyik jol hasznalhatd

vesz részt, amelyek koziil szdmos fehérje az extracellularis matrix termelddését is

elérheti. (Arora és McCulloch 1994)

szabalyozasban. (Derynck és mtsai 2014)
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3. abra: Jellegzetes jeltaviteli molekuldk kapcsolata az EMT-hez vezetd géntraszkripcid

A jelatviteli utak kolcsonds hatasanak eredményeként jon létre az EMT markerekkel

jellemezhetd myofibroblaszt fenotipusu sejt. Az a-SMA fehérje a myofibroblasztok

markere. Az a-SMA hatasara a myofibroblasztok kontraktilitisa és mozgékonysaga

novekedik, és az a-SMA mennyisége akdr a teljes sejt aktin tartalmanak 14%-t is

Az a-SMA termelddés szabalyozasdban nagyszamu extracellularis hormon és fehérje
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elésegiti, mint példaul a TGF-f, az Angll, a PDGF-f, és az Epidermalis Novekedési
Faktor (EGF).

Az a-SMA gén promoterében szamos jol leirt szabalyozd szakasz van, amelyek koziil a
legfontosabbak a TATA-box, CArG-domének, két E-box (CAnnTG). A CArG domének
a Serum Response Factor-ra (SRF) érzékenyek. A TATA-box mellett tovabbi TGF-f1
kontrol element (TCE) is leirasra keriilt. (Hautmann és mtsai 1997) Emellett az a-SMA
gén promoterben két Smad érzékeny promoterszakasz is van. (Hu és mtsai 2003)
Munkacsoportunk az o-SMA gén promoterének aktivitdsdt szabalyozd szdmos
intracellularis jelatviteli molekula azonositasat végezte el. LLC-PK; sejtekben a TGF-
B1 indukalt o-SMA prométer aktivalasban a p38f kinaz, a p38f kinazt aktivalo MKK3,
a Smad3 fehérje szerepe igazolddott, mig a Smad7 fehérje jelenléte az a-SMA promoter
aktivitasra gatld hatassal volt. (Sebe és mtsai 2008)

Ugyanezen LLC-PK; sejtekben az EMT folyamatdhoz vezetd o-SMA promoter
aktivitashoz tobbek kozott a sejtkapcsolo-strukiirdk megbomlasa altal eldidézett
jelatviteli utak aktivalodasa is szerepet jatszik, igy a vizsgalatok soran kis G-fehérjék
kozil a Rac, PAK ¢és p38 MAPK szerepe igazolddott. Ezen vizsgalatok sordn a
Myocardin-related transcription factor (MRTF) (vagy Megaloblastic Leukemia protein-
1 = MKL-1) fehérje szerepét is vizsgéalta munkacsoportunk. (Sebe ¢s mtsai 2008)

Az MRTF a kardiovaszkularis rendszer, kdzponti idegrendszer és harantcsikolt izomzat
fejlédésének szabalyozasa mellett fibrozisban, valamint daganatok attétképzésben is
fontos szerepet jatszik. Els6 alkalommal a MRTF-A-t a Serum Response Factor (SRF)
kofaktoraként irtak le szivizomsejtekben és simaizomsejtekben. Késdbbiekben az
MRTF-A szamos mas funkcidjat is leirtdk, tobbek kozott a fehérvérsejtek
kitapadaséhoz, fibroblaszt-myofibroblaszt tranzicidhoz és megakariocita
differencidcidhoz is hozzajarul. (Li és mtsai 2005, Elberg és mtsai 2008, Medjkane ¢€s
mtsai 2009, Mokalled és mtsai 2010, Scharenberg és mtsai 2010, Crider és mtsai 2011,
Li és mtsai 2012, Xu és mtsai 2014)

A diabéteszes nefropatia molekularis mechanizmusait vizsgdlva wjabb adatok arra
utalnak, hogy a MRTF-A részt vesz a magas cukorkoncentracio 4altal eldidézett
fibrozisban, ezen folyamatra a kollagén Ia fehérje mennyiségének novekedése jellemzd.

(Xu és mtsai 2014)
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Az MRTF a SRF kofaktoraként olyan gének expresszidjat befolyasolja, amelyek CArG
box-ot tartalmaznak. Ilyen gén tobbek kozott az a-SMA is, ennek promoéterében a
korabbiakban leirtaknak megfeleléen CArG box van. (Mack és Owens 1999, Mack és
mtsai 2000, Wang és mtsai 2002, Fan és mtsai 2007, Elberg ¢s mtsai 2008) Az MRTF
az SRF-t0] fliggetleniil is képes matrix fehérjék expresszidjat szabalyozni, erre példa a
tenascin C expresszi6 szabalyozdsa az MRTF altal. (Asparuhova és mtsai 2011)

Az MRTF mRNS termelédésének novekedését és citoplazmabol sejtmagba torténd
Cdc42 kis GTPaz fehérjék. Az MRTF fehérje gatlasaval a TGF-B1 indukalta a-SMA
expressziot gatolhatd. (Fan és mtsai 2007, Busche és mtsai 2008, Sebe és mtsai 2008,
Sebe és mtsai 2010, O'Connor és Gomez 2013, Velasquez és mtsai 2013, Johnson ¢és

mtsai 2014, Scharenberg ¢s mtsai 2014)

1.8 A Suppressor of Cancer Cell Invasion (SCAI) fehérje szerepe

A “Suppressor of Cancer Cell Invasion” (SCAI) fehérje Brandt és munkatarsai altal
nemrégiben leirt fehérje, amelyet els6ként tumorsejtek invazios aktivitdsanak gatlasaval
kapcsolatban irtak le. (Brandt és mtsai 2009)

Tovabbi vizsgalatok sordn a SCAI fehérje mennyiségének csokkenése volt
megfigyelheté négy kiilonbdzd tumorsejtvonalon és hét kiillonb6zé human szolid
tumorban is, mint példdul emld invaziv karcinoma, vagy tiidé laphdmkarcinéma.
Emellett a malignus tumorok invazids készségének egyik jol hasznalhaté markerének, a
B1-integrin fehérje termelddésének szabalyozasat is befolyasolja a SCAI fehérje. A B1-
integrin  promoterének aktivalasahoz ugyancsak SRF/MRTF-A  fehérjekomplex
kapcsolodasa sziikséges, €s ezen aktiv fehérjecsomag kialakulasat is in vitro elésegitette
a SCAI fehérje. Tekintettel arra, hogy a Pl-integrin mennyiségének ndvekedése
hozzajarul a malignus tumorsejtek invazios készségének novekedéséhez, igy felvethetd
attét kialakulasanak folyamataban. (Brandt és mtsai 2009)

Brandt tovabbi vizsgalatai sordn az MRTF csaladba tartozé fehérjék (Myocardin,
MRTF-A ¢és MRTF-B) szerepével foglalkozott. Ennek sordn egyes tumorsejtekben a
MRTF-A ¢és MRTF-B megnovekedett expressziojat kifejezettebb invazivitdssal és

nagyobb szaml daganat attét kialakuldsaval hozta Osszefiiggésbe. Ezzel ellentétesen a
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myocardin taltermelése kovetkeztében a szarkoma eredetli tumorsejtek novekedésének

gatldsa volt igazolhaté. (Brandt és mtsai 2009)
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2 Célkitiuzések

A vesefibrozis kialakulasat és az EMT folyamatat szabalyozo tényezdk ismerete,

valamint a SCAI fehérje MRTF transzkripcidés kofaktor aktivitdsat befolydsold

hatdsanak ujabb adatai vezettek azon kérdéshez, hogy a SCAI fehérje milyen mdodon

szabdlyozza az a-SMA expressziot és az EMT folyamatat. Emellett a vesefibrozis

progresszidjahoz és az ECM homeosztazis karosodasdhoz vezetd folyamatok koziil a

PAI-1 fehérje szerepének vizsgalatat tliztiik ki célul. Vizsgalni kivantuk azt is, hogy a

SCALI fehérje in vitro koriilmények kozott mar részben leirt tumorgenezisben betoltott

szerepe megerdsithetd-e tovabbi kisérletes koriilmények kozott, elsdsorban human

szovetmintak vizsgalataval.

Munkam soran a kdvetkezd hipotéziseket allitottam fel:

1.

A vesefibrozis folyamataban kiilonbozé gének (SCAI, PAI) expresszidjanak
valtozasa figyelhetd meg, és ezek altal termelt fehérjék kimutathatéak allati és
human sejtekben, szovetekben.

Az a-SMA és a PAI-1, mint az EMT és a vesefibrozis markerei, szamos
jelatviteli mechanizmus &ltal szabdlyozottak, munkam soran wjabb jelatviteli
mechanizmusok részleteit kivantam vizsgalni.

A vesefibrozis folyamataban leirt SCAI-hoz kapcsolodd folyamatok human
vesedaganatokban is szerepet jatszhatnak, és vizsgalni kivantam, hogy a SCAI

expresszio csokkenése mennyire altalanos kiilonb6zd tumorokban.

A hipotézisek alapjan az alabbi kérdéseket fogalmaztam meg:

1.

Milyen hatassal van az EMT-re a SCAI fehérje kiillonbozd allati és humén
sejttipusokban és szovetekben?

Kimutathat6-e a SCAI fehérje human rosszindulatu daganatos szdvetekben, és
milyen szerepet jatszik a daganatok kialakulasdban?

Milyen hatdssal van a renin-angiotenzin rendszerhez tartozé Angll az ECM

homeosztazisban szerepet jatsz6 PAI-1 mennyiségnek szabalyozasara?

A megvalaszolandd kérdésekben szerepld molekuldk kozotti kapesolatokat a 4. dbran

0sszegeztem.
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4. abra: A célkitizésben vizsgalni kivant intracelluldris szignal-kapcsolatok
egyszerlsitett bemutatdsa. A SCAI hatasa az EMT szempontjabol relevans

intracellularis jelataviteli utakra.
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3 Modszerek

3.1 Anyagok és eszkozok

A felhasznalt anyagok ¢és gyartoik listajat az 1. tdblazat tartalmazza. A kisérletek soran
hasznalt vegyszerek (ahol kiilon nincs jelolve) a Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

gyar termékei voltak.

1. tablazat

Felhasznalt anyagok és gyartoik listaja

Anyag Gyarto
DMEM Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
FBS Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Penicillin-streptomycin Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
TGF-p1 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Geneticin Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Angiotensin II Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Genistein Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Bisindolylmaleimid Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
SB203580 Calbiochem (San Diego, CA, USA)
PD98059 Calbiochem (San Diego, CA, USA)
Angiotensin [V Peninsula Laboratories (Belmont, CA, USA)
Candesartan Astra Zeneca (Mdlndal, Svédorszag)
Luciferin Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

3.2 Sejtkultara

A Cl4 klonszamu, nytl angiotenzin II 1-es tipusu receptorat stabilan expresszald sertés
proximalis tubuléris epitél sejtek (LLC-PK,;/AT;) Dr. R. Harris ajandéka volt. (Burns és
Harris 1995) A mIMCD-3 vese medullaris gytjtdcsatorna sejtek at ATCC-t6l
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szarmaznak (ATCC, Manassas, VA, USA). Az LLC-PK,/AT; és az mIMCD-3 sejteket
Dulbecco altal modositott Eagle-médiumban (Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
DMEM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) novesztettiik, amely a gliikkozt magas (4500
mg/L) koncentracidoban tartalmazta, valamint 10%-o0s borjumagzat szérumot (Fetal
Bovine Serum, FBS) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 100 IU/mL penicillin és 100
uG/mL streptomycint, valamint egyes kisérletekben 600 uG/mL geneticint tartalmazott.
A sejt-inkubator hémérséklete 37 °C volt, a parasitott levegd 5% CO,-t tartalmazott. A
sejteket egyes kisérletekben 60 mm atmérdjii csészére osztottuk, majd 50 %-os
konfluencidig novesztettilk. Mas kisérletekben a sejteket 6 és 24 csészét tartalmazo
talcakon novesztettik. A hosszantarto Ca’’-megvonas elsd 1épéseként a sejteket
izotonids, pufferolt foszfat oldatban (PBS = phosphate buffered saline, 140 mM NaCl, 3
mM KCl, 1 mM MgCl,, 1| mM CaCl,, 5 mM gliikéz, 20 mM HEPES, pH 7.4)
haromszor mostuk, majd CaCl, mentes DMEM-ben inkubaltuk. A kontrolként hasznalt
sejteket szérum-mentes kalciumot tartalmaz6 DMEM-ben inkubdltuk. A sejteken
hasznalt TGF-B1 koncentracioja 10 nG/mL volt, a kezelések moddjat az egyes

kisérleteknél kiilon jeleztem.

3.3 TGF-B1 transzgenikus egértorzs

CBA.B6-AIb/TGF-B1(cys223,225ser) transzgenikus egértorzs Dr. S.S. Thorgeirsson
ajandéka volt. (Sanderson és mtsai 1995) Az egerek csiramentes kornyezetben
nevelkedtek a Semmelweis Egyetem NET GMO részlegében, 10 o6ra / 14 ora vilagos és
sotét ciklusban. Az egerek ragcsaldo tapanyagot kaptak, ¢és ivovizhez szabad
hozzaféréssel rendelkeztek. Valamennyi Aallatkisérlethez a Semmelweis Egyetem
Munkahelyi Allatjoléti Bizottsig adott engedélyt (XIV-I-001/2146-4/2012), és az
allatokkal kapcsolatos tevékenységek dsszhangban voltak a National Institute of Health

(NIH, USA) laboratériumi allatokra vonatkozo ajanlédsaival €s eldirataival.
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3.4 Plazmidok

3.4.1 Promotert és riporter gént tartalmazo konstruktok

Kisérleti rendszeriinkben szentjanosbogar luciferdz enzim elé klonozott promoter
régiokat tartalmazd plazmid-konstruktokat hasznaltunk. A promoéter miikddésére a
termelddott luciferaz enzim aktivitdsdnak mérésével kovetkeztettiink.

A 765-bazispar (bp) hosszi patkany a-SMA promoterrészletet tartalmazo PAsz-Luc
vektor (pSMA-Luc) Dr. Raphael Nemenoff (University of Colorado, Denver, CO,
USA) ajandéka: a patkdny a-SMA promoterének proximalis 765 bazispar (bp) (-
713/+52) hosszii szakaszat tartalmazza, PAs-Luc szentjanosbogar luciferaz enzimet
kédolo plazmidba klonozva. (Garat és mtsai 2000)

A PAI-1 prométer aktivitdsdnak méréséhez -740 és +44 bazispar kozotti szakaszat
tartalmaz6é promoter szakaszt hasznaltunk, amely pA;LUC vektorba klonoztak. (Mucsi
¢s mtsai 1996)

A bels6 kontrollként hasznalt timidin-kin4dz vezérelt Renilla luciferaz vektor (pRL-TK)

a Promega (Madison, WI, USA) terméke volt.

3.4.2 Expresszios vektorok

76ld fluorescens fehérjével (GFP) jelolt vad tipusi (606 bp hosszi génszakaszt
tartalmazd teljes SCAI-t kodold, GFP-SCAI jelzésti) ¢és az N-terminalis végen
megroviditett (+212 és +606 bp kozotti szakaszt tartalmazd, GFP-SCAIAnt jelzésii)
SCALI vektorok Dr. Robert Grosse (University of Heidelberg, Heidelberg, Németorszag)
ajandékai. (Brandt és mtsai 2009)

Cl100 (vagy masnéven egér MAP kinaz foszfataz 1 (MKP-1)) egy cytomegalovirus
promotert tartalmazd vektorba (pcDNA3.1) (Invitrogen, San Diego, CA, USA) volt
klénozva. (Mucsi és mtsai 1996)

Konstitutivan gatolt c-Jun N-terminélis Kindz (T183A és Y 185F aminosavcserék, DN-
JNK) plazmidja Dr. P. Andreka és Dr. N. H. Bishopric (University of Miami, Miami,
Florida, USA) ajandéka volt. (Johnson és mtsai 1996, Andreka és mtsai 2001)
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A gatlo hatasu Smad7 fehérjét kodolo vektor Dr. E. Bottinger (Albert Einstein College
of Medicine, Bronx, New York, USA) ajandéka volt. (von Gersdorff ¢s mtsai 2000,
Schiffer és mtsai 2002)

3.5 Tranziens transzfekcio és luciferaz promoter aktivitas mérés

Az o-SMA promoter aktivitds mérésével jard kisérletekben 6 csészés lemezen
novesztett sejtkulturdt majdnem teljes, vagy teljes konfluencianal FuGene 6 (Roche,
Mannheim, Németorszag) reagenssel transzfektaltuk, amelynek sordn 1 ug plazmid
DNS-hez 2,5 uL FuGene 6-t hasznaltunk. A promoter aktivitds méréséhez 0,5 ug
pSMA-Luc (vagy pGL3;-SMA-Luc) luciferdz reporter plazmid és 0,05 ug pRT-TK
kotranszfekciojat végeztiik, amely mellett 2 ug tires vektort (pcDNA3.1, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), vagy specifikus vektor-konstruktot (konstitutivan aktiv, vagy
domindns negativ, vagy vad-tipusu) adtunk. A transzfekci6 eldkésziileteként az
elézetesen kiszamolt sziikséges FuGene 6-t antibiotikum ¢és szérum mentes optiMEM
médiummal kevertiik, majd 5 percig pihentettiik. Ezt kdvetéen az oldathoz hozzaadtuk
az elézetesen Osszedllitott plazmid-koktélt, Osszekevertiik, majd tovabbi 15 percet
vartunk. Az igy Osszeallitott oldatbdl a sejtek tapoldatdhoz minden csésze esetén 100
ulL-t adtuk, majd 16 orat inkubaltuk. Ezt kdvetéen a sejteket 3x PBS-sel mostuk, és
tovabbi 4 orat szérum mentes DMEM-el inkubaltuk. Kezelésként a tdpoldathoz TGEF-
B1-t vagy annak vivoanyagat adtuk amellyel tovabbi 16 orat inkubaltuk a sejteket.
Kalcium megvonasos kisérlet esetén a sejteket ismért PBS-sel mostuk, és tovabbi 24
orat inkubaltuk kaliumot tartalmazo, vagy calcium-mentes DMEM-mel. Végiil a
sejteket jéghideg PBS-sel mostuk, és 500 uL Passive Lysis Buffer-ba (Promega,
Madison, WI, USA) lekapartuk. Fagyasztas (-80 °C) — olvasztas (+37 °C) modszerrel a
sejteket feltartuk, és a centrifugalassal tisztitottuk (12000 rpm, 5 perc, 4 °C). A
szentjanosbogar ¢és Renilla luciferdz aktivitds mérést a gyartd leirdsanak megfelelden
végeztilk vagy egy Berthold Lumat LB 9507 luminométerrel, amelynek soran 100 uL
pufferhez 20 uL mintat adtuk, vagy a Dual-Luciferase Reporter Assay Kittel (Promega,
Madison, WI, USA) egy Viktor X3 2030 Multilabel Plate Reader (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA) eszk6zon. A szentjanosbogar luciferdz enzimaktivitast a belsé

kontrollként haszndlt, ugyanazon mintdban mért Renilla luciferdz aktivitassal
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normalizaltuk, a két enzimaktivitds hanyadosat képezve. Minden mérésiinket parosaval
végeztik, a kisérleteket harom alkalommal ismételtiik. Immunfluorescens analizishez

csészénként 1-2 ug plazmidot transzfektaltunk.

A PAI-1 promoter aktivitds méréssel jaro kisérletekben az 50%-os konfluenciat elért, 60
mm-es csészén novesztett LLC-PK;/AT; sejteket kalcium-foszfat precipitacios
modszerrel transzfektatuk, amelynek soran dsszesen 12,5 ug plazmidot hasznaltunk: 2,5
ug riporter konstruktot (PAI-Luc), 7,5 ug gétldé plazmidot vagy iires pcDNA3.1-t, és
tovabbi 2,5 ug iires pcDNA3.1 vektort. 16 6raval késobb a sejteket haromszor PBS-sel
mostuk, majd szérummentes DMEM-mel tovabb inkubaltuk. Tovabbi 6 orat kovetden a
gyel 21 oran at kezeltiik. Egyes kisérleteknél specifikus gatloszereket alkalmaztunk,
amelyeket a kezelést megel6z6en 45 perccel juttattunk a tapoldatba. A kezelés
végeztével jéghideg PBS oldattal a sejteket mostuk, majd 250 uL-nyi 100 mM KH,PO4
¢s ImM DTT tartalmii oldatban a sejteket lekapartuk. A sejtlizatumot fagyasztés-
olvasztasos modszerrel el6készitettiik, majd a sejtes elemeket a 14000 rpm, 5 perc, 4
°C-on centrifugaltuk, és szeparaltuk. A feliilluszobdl a luciferdz aktivitast luminometrids
modszerrel mértiik. (Goldberg és mtsai 1992, Chang és Goldberg 1995, Huszar és mtsai
2001)

3.6 A kisérletek soran hasznalt antitestek

Kisérleteink soran az a-SMA (egérben termelt, 1:100 higitas) (Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA) és SCAI (patkdnyban termelt, 1: 100 higitas) (Dr Robert Grosse
ajandéka, (Brandt és mtsai 2009)) elsddleges antitesteket hasznaltunk.

Kisérleteink soran Alexa 594 konjugdlt anti-egér (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ¢és
Alexa 568 konjugalt anti-patkdny (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) masodlagos

antitesteket hasznaltunk.

3.7 Immunfluorescens mikroszkopia

A sejteket steril 8 rekeszes Nuc Lab-Tek II Chambered Coverglass (Nalge Nunc
International, Rochester, NY, USA) targylemezen novesztettik, majd 4 %
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paraformaldehidet tartalmazé Dulbecco modifikalt PBS-ben (DPBS) 30 percig
szobahon fixaltuk. Ezt kdvetden DPBS-ben a sejteket mostuk, és 60 percet blokkoltuk 2
mg/mL marha szérum albumint, 1% hal zselatint, 5% kecske szérumot, 0,1 % Triton X-
et tartalmazé DPBS-ben. Mosast kdvetden a sejteket tovabbi 60 percet inkubaltuk az
elsddleges antitesttel. Alapos mosast kovetden tovabbi 60 percet inkubaltuk a
fluorescensen jelolt masodlagos antitesttel. A sejtmagokat DAPI-val (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) jelenitettik meg. A sejteket tartalmazd lemezeket iiveg
targylemezre helyeztiik, kozottiik Fluorescence Mounting Medium (Dako, Glostrup,
Dania) volt. A sejteket Olympus FV500-IX konfokalis 1ézer scanning mikroszkoppal
(Olympus Optical Co. Europe, Hamburg, Németorszag) vizsgaltuk.

3.8 Human szovetmintak immunhisztokémiai vizsgalata

A SCALI fehérje expresszids mintdzatanak vizsgalatahoz formalin fixalt, paraffinban
agyazott szovetmintdkat hasznaltunk, amelyeket a Semmeweis Egyetem 2. szdmu
Pathologiai Intézet szdvettani archivumabol véalogattunk. Munkankhoz a Semmelweis
Egyetem Etikai Bizottsdgatol TUKEB 5/2011. szamon és IKEB 2017/2011 szamon
kaptunk etikai engedélyt.

A péciensek szovetmintait a betegségek diagnozisa és tovabbi jeldlt kritériumok alapjan
valasztottuk, valamennyi esetben diagnosztikus célbol keriiltek a paciensbdl
eltavolitasra. A vesebiopszids szovetmintdkhoz tartozo diagnoézis adatait, valamint a
klinikai kortorténet relevans adatait a képaldirdsok illetve mellékelt tablazat
tartalmazzak.

A szovetmintdkat a szovettani feldolgozds kezdetén 4%-os semleges pufferolt
formalinban (4% formalin, 4 g/l monobazisos natrium foszfat monohidrat, 6,5 g/L
dibazisos natrium foszfat anhidrat, pH 7,2-7,4) 24 orat fixalodtak. A szovetmintak
paraffinba agyazasat kovetden 3-4 uM vastag szeletek késziiltek. Az antigén feltarasat
0,1 mol/LL Na-citrat pufferban (pH 6,0) végeztiik. El6szor Samsung M182DN tipust
mikrohulldmu melegitével 850 W-os teljesitménnyen forraldst végeztiink, majd 600 W-
os teljesitménnyel 20 perces melegitést végeztilk. A blokkolast a gyartd eldirdsanak
megfeleléen 1 cseppnyi oldattal 30 percig végeztiikk (Powerblock, Biogenex, Fremont,
Ca, USA), majd az elsédleges antitestként a SCAI antitestet hasznaltuk, ezt kovetden
Supersensitive Rabbit link-et (BG-HK336-9R, Supersensitive Link, Biogenex, Fremont,
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Ca, USA) ¢s alkalikus foszfatdz konjugalt streptavidint (BG-HL331-5K, Supersensitive
Link, Biogenex, Fremont, Ca, USA) alkalmaztunk. Az el6hivast Dako Liquid
Permanent Red (K064011, Dako, Glostrup, Dania) alkalmazéisaval végeztik. A
sejtmagokat Mayer hematoxilin oldattal (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
festettiik.

A vesébdl szdrmazd szovettani metszeteket Leica DMR HC (Leica Microsystems,
Wetzlar, Németorszag) fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

A vastagbélbdl szarmazo szdvettani metszeteket Pannoramic P250 metszet szkennerrel
40x objektivvel és Hitachi kameraval beszkenneltiik (3DHistech Kft, Budapest,
Magyarorszag), majd a Pannoramic Viewer programban a tumormentes nyalkahartya és
a tumor teriiletének kézi kijelolését kovetden a NuclearQuant modullal értékeltiik a
sejtmagbeli jelintenzitdst. Modositott Histo-score (H-score, Hirsch-score) értéket
szamoltunk 4 osztat skéalan (0: nincs jel, 1: gyenge jel, 2: kdzepes jel, 3: erds jel), igy

az H-score értékek 0 és 300 kozottiek lehettek. (Hirsch és mtsai 2003)

3.9 Kvantitativ RT-PCR mérés

Kvatitativ RT-PCR (RT-qPCR) mérés soran mIMCD-3 sejteket 6-csészés edényben
novesztettilk, majd a sejteken az adott kisérletben jelzett kezelést alkalmaztunk. A
kezelést kovetden a sejteket PBS-sel mostuk, ezt kdvetden teljes RNS-t izoltaltunk
TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) oldattal a gyarto6 eldiratanak megfelelden.

A TGF-p1 transzgenikus egérbdl szdrmazd vesébdl 100 mg homogenizalt vese
szovetallomanyt hasznaltunk, majd teljes RNS-t izoltdlunk SV Total RNA Kit
hasznélataval (Promega, Madison, WI, USA).

Ezt kovetden mindkét kisérletsorozatban dsszesen 2 ug RNS-t reverz transzkripcio6 utjan
cDNS-s¢ irtunk &t High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-tel (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), random primerek hasznalatdval. A PCR reakciot
BioRad CFX thermal cycler (BioRad, Herkules, CA, USA) eszkdzon végeztilk Maxima
SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Scientific, USA) hasznélataval. A PCR reakcid
soran a hémérsékletbeallitds a kovetkez6 volt: 95 °C 15 masodpercig, 60 °C 60
masodpercig, Osszesen 40 cikluson keresztil. A PCR reakcid specificitdsat ¢és

hatékonysagat az olvadasi gorbe ¢és a standard gorbe analizisével ellendriztik. A
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mintakat kettesével vizsgaltuk, és GADPH-hoz normalizaltuk. Az atlagos értéket a

-AACt

kovetkez6 formulaval fejeztiik ki: 2 . A primerek bazissorrendje a kdvetkezd volt:

SCAL:
5" _AACCCCTGTTCATCGTTGTG-3 (forward)

5 .CGAGTGGCTGTCCAAACAA-3 (reverse)
GAPDH:

5 _.CTTTGTCAA-GCTCATTTCCTGG-3 (forward)

5’ -TCTTGCTCA-GTGTCCTTGC-3’ (reverse).

Kisérletenként 3 parhuzamos mérést végeztiink, és a méréseket tovabbi két alkalommal

------

3.10 Gén microarray adatelemzés

A gén expresszidés adatsorokat a National Cancer for Biotechnology Information
(NBCI) Gene Expression Omnibus (GEO) adatbazisabol toltottiik le. A SCAI gén
expressziojat 3 kiilonbozo adatsoron vizsgaltuk:

GDS3853 adatsor: emld rosszindulati daganat (tumormentes emld szdvet, in situ
emldrak /duktalis tipust/, invaziv emlérak /duktélis tipusu/)

GSE21815 adatsor: vastagbél rosszindulati daganat (tumormentes vastagbél szdvet,
vastagbélrak /1-4 stddium kozott/)

GDS4393 adatsor: attétet add vastagbél rosszindulata daganat (primer daganat, daganat
attét).

Az adatsorok mintacsoportjainak SCAI mRNS normalizalt expresszids értékeit

hasonlitottuk 6ssze egymassal.

3.11 Statisztikai elemzés

Valamennyi transzfekciot duplikatumban végeztiik, és legalabb 3 alkalommal
megismételtiik. Az eredmények abrazolasakor az atlagot és standard deviaciot jeloltiik,
¢és a luciferaz aktivitast a kezelt és kezeletlen csoportok kozott hasonlitottuk (relativ
promoter aktivitads) 0ssze. Ezen kisérletekben a statisztikai elemzések soran Student t-

probat és 1-utas ANOVA-t hasznaltunk.
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Az emld és vastagbél expresszios adatbazisok adatainak elemzésekor Kruskal-Wallis és
Dunn's multiple comparison tesztet hasznaltunk.

A TGF-f1 transzgenikus egérmodellnél Mann-Whitney U-tesztet hasznaltunk.
Immunhisztokémiai és immunfluorescens vizsgalatok esetén reprezentativ képet

mutatunk be.
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4 Eredmények

4.1 A SCALI fehérje hatasa az EMT folyamataban allati és human sejttipusokban

és szovetekben

4.1.1 A SCAI fehérje kifejezodése az LLLC-PK,/AT; sejtekben

A SCALI fehérje vesében torténd kifejez6désének korabbi vizsgalatai sordn bemutatasra
keriilt a SCAI mRNS expresszidja a vesében, ugyanakkor egyes sejttipusokra jellemzd
SCAI fehérje expressziora, illetve a fehérje expresszid lokalizacidjara vonatkozodan
eddig nem volt elérhetd informéci6. Mindezek miatt a proximalis tubularis
epitélsejtvonalon vizsgaltuk a SCAI fehérje kifejezddési mintazatat, és a SCAI fehérje
subcelluldris lokalizacidjat demonstraltuk az LLC-PK,/AT,; sejtekben. Az LLC-
PK,/AT, sejtek altal termelt endogén SCAI, valamint a GFP-hez kotott SCAI is a
sejtmagban volt elsésorban megfigyelhetd, a citoplazmatikus kifejez6dés nem volt
szamottevd. Az N-terminalis végen megroviditett (GFP-SCAIAnt jelzésti) SCAI
ugyanakkor dontd részben az LLC-PK,/AT; sejtek citoplazmajaban volt megfigyelhetd,

a sejtmagi kifejezddés nem volt szamottevo. (5. abra)

45



DOI:10.14753/SE.2018.2157

SCAI DAPI Egytittes kep
5. abra: SCAI fehérje kimutatdsa LLC-PK,/AT, sejtekben. Az endogén SCAI fehérje

(piros szin) a sejtmagban helyezkedik el. A GFP-SCAI-val transzfektalt sejtekben a
SCALI fehérje (zold szin) ugyancsak a sejtmagban helyezkedik el. GFP-SCAIAnt-nel

Endogén SCAI

GFP-SCAI

GFP-SCAIAnt

transzfektalt sejtekben a SCAI fehérje (z0ld szin) elsdsorban citoplazmaban lathato.
Konfokalis fluorescens mikroszkopia, a képek bal alsé sarkdban lathatd vonal a fels6

sorban 10 wm, a k6zépsd és alsod sorban 20 wm hosszu.
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4.1.2 A SCAI fehérje gatolja a TGF-1 altal indukalt a-SMA promoter aktivitas

fokozodast

Kovetkezd kisérletiink a SCALI fehérje overexpresszio szerepét vizsgalta a TGF-f1 altal
eléidézett a-SMA promoter aktivitas valtozasban, és vizsgaltuk a TGF-B1 hatasat az o.-
SMA fehérje expresszidra vonatkozoan is.

Els6 1épésben LLC-PK /AT, sejtekben SMA-Luc plazmiddal tranziens transfekciot és
luciferdz enzim aktivitds mérést végeztiink, és vizsgaltuk a TGF-f1 altal indukalt o-
SMA promoéter aktivitas valtozast. Mint ahogyan korabban megfigyelhetd volt, a TGF-
B1 mintegy négyszeres a-SMA promoter aktivitds emelkedést idéz el6 nem konfluens
LLC-PK, /AT, sejtekben. (Masszi és mtsai 2003) Mostani kisérletiinkben hasonlo,
mintegy Otsz0rds a-SMA promoter aktivitds emelkedést lattunk. A SCAI gén
kotranszfekcioja és a fehérje expresszidja a a-SMA promoter aktivitasra gatld hatéssal
volt (relativ prométer aktivitas: 4,96 + 0,33 vs 2,31 + 0,13, p<0,05). A GFP-SCAIAnt
kotranszfekcioja és expresszidja ugyanakkor nem mutatott gatld hatast (relativ promoter

aktivitas: 4,96 + 0,33 vs 4,18 + 0,47, p=NS). (6. 4bra)

6T | —

Relativ promoter aktivitas
(O8]

M EEEN

Kezelés Kontroll TGF-pf1  Kontroll TGF-f1 Kontroll TGF-p1
Transzfekcio SCAI SCAI  SCAIAnt SCAIAnt
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6. abra: SCAI gatolja a TGF-f1 indukalta a-SMA promoter aktivitas fokozodast. LLC-
PK,/AT; sejteket a-SMA prométer-luciferaz plazmid konstrukttal valamint SCAI-GFP
illetve GFP-SCAIAnt expresszalo plazmiddal kotranszfektatunk, majd a sejteket TGF-
B1-gyel kezeltik. Az a-SMA promoter aktivitasra a SCAI fehérje jelenléte gétld
hatéassal volt, ugyanakkor a SCAI fehérje N-terminalis szakaszt nem tartalmazo GFP-
SCAIAnt fehérje jelenléte a TGF-B1 hatasat szignifikansan nem csokkentette (*
p<0,05).

4.1.3 SCAI fehérje gatolja a sejtkapcsolo strukturak szétesése altal indukalt o-
SMA promoter aktivitas fokozodast

Korabban vizsgalatok soran munkacsoportunk kimutatta, hogy az a-SMA promoter
aktivitasat noveli a sejt-sejt kapcsolatok felbomlasa, amelyet egy calcium-megvonasos
modellben vizsgaltunk. (Fan és mtsai 2007) Mindezek miatt vizsgéalatunk kovetkezd
1épésében arra kerestiik a valaszt, hogy LLC-PK/AT; sejtekben a SCAI fehérje milyen
hatéssal van a kalcium megvonas és az azt kovetd sejt-sejt kapcsolatok szétesése altal
indukalt o-SMA promoter aktivald hatdsira. A SMA-Luc plazmiddal transzfektalt
konfluens sejtekben a kalcium megvonas hatdsara tobb mint 8-szoros promoter aktivitas
novekedés kovetkezett be. A sejtekben az GFP-SCAI overexpresszid az a-SMA
promoter aktivitds novekedést mintegy 25%-kal csokkentette (relativ promoter
aktivitas: 8,57 £ 0,31 vs. 6,18 £ 0,35), ami arra utal, hogy a SCAI fehérje atal kivaltott
gatlo hatas mellett egyéb, SCAI fehérje altal nem befolyésolt jelatvieli utak is szerepet
jatszanak a calcium megvonds altal elinditott intracellularis jelatviteli utakban. GFP-
SCAIAnt fehérje jelenléte nem csokkentette az a-SMA promoter aktivitasat (relativ

promoéter aktivitads: 8,57 + 0,31 vs. 10,02 £ 0,41). (7. abra)
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6

Relativ promoter aktivitas

. - ]

Kezelés Kontroll Ca? Kontroll Ca?’ Kontroll Ca®
mentes mentes mentes

Transzfekcio SCAI SCAI SCAIAnt SCAIAnt

7. abra: A SCAI fehérje részlegesen gétolja a kalcium mentes oldat haszndlataval
eléidézett a-SMA prométer aktivitds novekedést. LLC-PK, /AT, sejteket a-SMA
promoter-luciferaz plazmid konstrukttal valamint SCAI-GFP illetve GFP-SCAIAnt
expresszalo plazmiddal kotranszfektatunk, majd a sejteket kdlcium megvonas hatasanak
tettiik ki. Az a-SMA prométer aktivitdsra a SCAI fehérje jelenléte részlegesen gatld
hatassal volt, ugyanakkor a SCAI fehérje N-termindlis szakaszt nem tartalmazé GFP-

SCAIAnt fehérje jelenléte a kalcium megvonas hatasat nem valtoztatta (p=NS).

4.1.4 TGF-1 hatasira LLC-PK,/AT; sejtekben termel6dé o-SMA fehérje

mennyisége csokken SCAI fehérje jelenlétében

A SCAI fehérje a-SMA fehérje expressziora Kkifejtett hatasanak értékeléséhez
immunfluorescens jeldlést és konfokalis mikroszkopids vizsgélatot hasznaltuk. LLC-
PK,/AT; sejteket GFP-SCAI konstrukttal transzfektaltuk, majd 3 napos TGF-f1
kezelést alkalmaztunk. A korabbi vizsgélatok tapasztalata alapjan TGF-B1 kezelés
hatdsara az LLC-PK,/AT; sejtek mintegy 20-22%-0s ardnyaban lathatd a-SMA
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termelddés. A mostani vizsgalatok soran a GFP-SCAI-val transzfektalt és TGF-f1-gyel
kezelt sejtek kevesebb mint 2%-ban volt lathatd a-SMA expresszid. Mindez arra utal,
hogy a SCAI fehérje taltermelése az TGF-B1 indukalt a-SMA fehérje expresszid
csokkenését idézte eld. Tovabbi eredményként emlithetd, hogy az N-terminalis végen
megroviditett (GFP-SCAIAnt jelzésti) SCALI jelenlétében a sejtek mintegy 26%-ban volt
a-SMA expresszid6 TGF-B1 kezelés hatasara, amely arra utal, hogy a TGF-1 éaltal

kivaltott hatasahoz a SCAI fehérje N-termindlis végének jelenléte kritikus fontossagu.

(8. abra)

a-SMA GFP-SCAI DAPI Egytittes kép

8. abra: SCAI fehérje gatolja a TGF-B1 indukalt a-SMA fehérje expressziot. Az LLC-

PK,/AT,; sejteket a GFP-SCAI konstrukttal transzfektaltuk, majd TGF-p1 kezelést
alkalmaztunk 3 napon keresztiil. A sejteket ezutdn fixaltuk, majd a Modszerek
fejezetben leirtaknak megfelelden konfokalis mikroszoppal felvételeket készitettiink. A
sejtek kevesebb mint 2%-a expresszalt a-SMA fehérjét a SCAl-transzfektalt sejtek
kozil, mig a transzfektalatlan sejtek mintegy 20%-a expresszalt a-SMA fehérjét. A
kisérelteket két tovabbi alkalommal ismételtiik meg, ¢€s Osszesen 240 darab
véletlenszerlien valasztott kontroll (transzfektdlatlan) sejt és 106 darab SCAI-GFP
transzfektalt sejtekben kifejez6d6 o-SMA mennyiségét vizsgaltunk. Konfokalis
fluorescens mikroszkopos vizsgalat, a bal als6 sarokban elhelyezkedd fehér vonal 20

um hosszu.
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4.1.5 SCAI mRNS mennyisége csokken mIMCD-3 sejtekben TGF-f1 kezelés

hatasara

Tovébbi kisérleteink sordan a SCAI gén aktivitdsanak vizsgalataként a SCAI mRNS
mennyiségének valtozasat vizsgalatuk TGF-B1 kezelés hatdsara. 12 ora iddtartamu
TGF-B1 kezelést alkalmaztunk mIMCD-3 egér vese medullaris gytijtdcsatorna sejteken,
majd az mRNS mennyiségét mértiik kontroll sejtekkel dsszehasonlitva. 12 6ras kezelést
kovetéen a GAPDH-hoz normalizalt SCAI mRNS expresszio 0,92 + 0,05 volt, mig a 12
oras TGF-B1 kezelés hatasara a GAPDH-hoz normalizalt SCAI mRNS expresszio 0,58
+ 0,02 volt. A SCAI mRNS mennyisége szignifikans csokkenést mutatott a TGF-p1
kezelt sejtekben (p<0,01). (9. ébra)
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9. abra: mIMCD sejteken 12 6rds TGF-B1 kezelés hatasara RT-qPCR modszerrel mérve
a SCAI mRNS mennyisége szignifikdns csokkent a kontroll sejtek mRNS

mennyiségéhez hasonlitva (* p<0,01).

4.1.6 SCAI mRNS expresszidja csokken veseszovetben TGF-f1 transzgenikus

egérmodellben

A sejtmodelles in vitro vizsgalatokat kdvetden egér veseszovetben expresszalodd SCAI

mRNS mennyiségét mértik TGF-B1 traszgenikus egérmodellen. Ezen egérmodell
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jellegzetessége, hogy a TGF-B1 taltermelése altal mar a fiatal allatokban is kifejezett
fibrozis alakul ki a vesében.

TGF-B1 tultermelés kovetkeztében 14 napos egerekben a SCAI mRNS mennyisége
szignifikansan csokkent a TGF-B1 transzgenikus egér veseszdvetben a hasonld életkora

normal egerek veseszovetéhez hasonlitva. (10. abra)

1 —_

Relativ mRNS expresszio
]
[
|

Vad tipus TGF-p
transzgenikus

10. abra: SCAI mRNS expresszioja 14 nap életkoru normal egérbdl szarmazo vesében
¢s 14 nap ¢letkort TGF-B1 transzgenikus egér vesében. SCAI mRNS mennyisége
szignifikdnsan alacsonyabb volt a TGF-B1 transzgenikus egérben (* p<0.05).

42 A SCAI fehérje human daganatmentes és rosszindulatu daganatos

szovetekben, és a SCAI fehérje szerepe egyes daganatok kialakulasaban

4.2.1 SCAI fehérje kimutathaté Kkiilonbozé életkoru human daganatmentes

vesében

A SCALI fehérje szerepére vonatkozo vizsgalatunk soran human szévetmintakon tovabbi
elemzést végeztiink, melyeknek célja a SCAI fehérje human vesében torténd
expresszigjanak feltérképezése volt. A SCAI fehérje human veseszovetben torténd
kifejez6désére vonatkozolag kordbban nem rendelkeztiink megbizhaté adattal, emiatt
célul tliztik ki immunhisztokémiai jeloléssel a SCAI fehérje kimutatasat kiilonbozo
¢letkort, daganatmentes vesékben. Ezen vesékben szovettani vizsgalattal minddssze az

¢letkorra jellemzd elvéltozasok voltak kimutathatoak. A SCAI fehérje kimutathato volt
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mar a 20. terhességi héten a magzati vesében a glomerularis és tubularis epitélsejtek
sejtmagjaiban is. (11A. abra) Sziiletést kdveto, fiatal gyermekkori iddszakbol szarmazé
szOvetmintaban ugyancsak intenziv sejtmagi SCAI mutathatd ki a glomerularusban a
mezangidlis sejtekben, valamint podocitakban is (4 éves fitgyermek ép veserészlete, az
alapbetegség Wilms tumor volt). (11B. abra) Felndtt vesében (64 éves férfi ép
veserészlete, az alapbetegség vesesejtes carcinoma) elsdsorban a proximalis tubularis
epitélsejtekben van sejtmagi SCAI jelolddés. (11C. abra) Ugyanezen paciensnél
mindezek mellett az erek simaizomsejteiben mindossze kis mennyiségii SCAI
expresszio van. Az erekben az endotélsejtekben SCAI fehérje jelolédés ugyancsak

kimutathat6 volt. (11D. abra)

11. abra. SCALI fehérje expresszidja kiillonb6zo életkort normal human vesében. SCAI
fehérje immunhisztokémiai jeloléssel embriondlis vesében (11A. dbra, 200x nagyitas), 4
éves gyermek vesében (11B. 4bra, 400x nagyitas) és 64 éves felnott vesében (11C és

11D. abra, 400x nagyitas).
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4.2.2 A SCAI fehérje kis mennyiségben van jelen human daganatmentes

fibrotikus veseszovetben

A fibrotikusan atalakult human vesébdl szarmazé szdvetmintdkban ugyancsak SCAI
immunhisztokémiai  jelolést  hasznaltunk  annak  feltérképezésére,  hogy
tubulointersticialis fibrézisban a SCAI fehérje miként expresszalodik. Egy 61 éves
nébodl szadrmazd, korszovettanilag idiilt pyelonefritiszt mutaté vesébdl szadrmazo
szovetmintaban a kiszélesedett, felszaporodott kotdszovetet tartalmazd intersticiumban
SCAI-t nem expresszalo sejtes elemek voltak, mig a megmaradt tubularis sejtekben kis
mennyiségli SCAI expresszidja volt kimutathat6. (12A. abra) Egy 70 éves, ugyancsak
idiilt pyelonefritisz korszovettani diagnozisi vesébdl szarmazo mintaban a szklerotikus
glomerulusokban SCAI jelolédés nem volt kimutathato. (12B. abra) A tubularis
sejtekben az eldbbiekben bemutatott felndtt vesékhez hasonléan kis mennyiségili, dontd

részben sejtmagbeli SCAI fehérje volt kimutathato6. (12C. dbra)

12. abra: SCAI fehérje kifejez0dés fibrotikus human vesében. SCAI fehérje
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immunhisztokémiai jeldléssel tubulointersticidlis fibrozisban (12A. éabra, 400x
nagyités), glomeruloszklerdzisban (12B. dbra, 200x nagyitas) és atrofias tubulusokban

(12C. abra, 400x nagyitas).

4.2.3 A SCAI fehérje kimutathato a vese egyes malignus daganataiban

A daganatmentes vesék jellemzését kovetden jellegzetes gyermekkori és felndttkori
rosszindulatll vesedaganatokat is vizsgaltunk, ennek sordn ugyancsak a SCAI fehérje
jelenlétét elemeztikk. Egy 60 éves férfibdl szdrmazo, korszdovettanilag vilagossejtes
veseraknak igazolodott tumorban SCAI expresszid nem volt kimutathaté (Fuhrman
grade III differencialtsagu vilagossejtes veserak). (13A. abra) Ugyanakkor egy 4 éves
gyermekbdl szdrmazd, korszovettanilag blasztéma talsulyos Wilms tumornak
igazolodott daganatban erds intenzitast sejtmagi SCAI jeloldédés volt lathaté (magas

rizikdju Wilms tumor). (13B. abra)
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13. abra: SCAI fehérje kifejezddése rosszindulati human vesedaganatban. SCAI fehérje

immunhisztokémiai jeloléssel nem lathat6 Fuhrman garde 3 differencialtsaga
vildgossejtes veserakban (13A. é&bra, 400x nagyitids). Blasztéma thalstilyos Wilms

tumorban nagyszamu daganatsejtben van sejtmagi jelolodés (13B. dbra, 400x nagyitas).

424 SCAI gén mRNS expresszi0 csokken az emlé malignus daganataiban

génexpresszios adatbazis adatai alapjan

A vese rosszindulatu daganatok tipusos valtozatainak vizsgélatat kdvetden tovabbi,

Magyarorszdgon gyakori rosszindulatu daganatokban is vizsgaltuk a SCAI mRNS ¢és
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fehérje kimutathatosagat. ElsOként a széles korben, szlirOvizsgélattal is keresett és
Magyarorszdgon konszenzusos modszerekkel és eljarassal gydgyitott rosszindulat
emlétumorokra vonatkozoan kerestiink a nyilvanos emld daganat expresszios
adatbazisban (GDS3853) a SCAI gén mRNS expresszido mértékének normalizalt adatait.
Az adatok elemzése alapjan az egészséges emldszovet normalizalt expresszids értéke
13,50 £ 1,73 (n=5), in situ duktalis carcinoma (DCIS) csoportban 9,97 = 0,30 (n=9), és
duktalis tipust invaziv emldkarcinoma (IDC) csoportban 9,61 + 0,12 (n=5) volt.
Mindezek alapjan a tipusos és gyakori in situ duktalis és invaziv emlérdkban a SCAI
mRNS expresszioja szignifikdnsan alacsonyabb volt az egészséges emldszovethez

hasonlitva. (14. abra)
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14. abra: SCAI gén expresszid 0sszehasonlitasa emld daganat expresszids adatbazisbol
(GDS3853) szarmazd adatokbol: egészséges emldszovet (n=5), in situ duktalis
carcinoma (DCIS, n=9), és duktalis tipusu invaziv emldkarcinoma (IDC, n=5). SCAI
mRNS expresszid szignifikdnsan alacsonyabb mértékli az emlé malignus tumorokban
az egészséges szovethez hasonlitva (* p<0,05, Kruskal-Wallis és Dunn's tobbszords

Osszehasonlitd comparison teszt)

4.2.5 SCAI gén mRNS expresszio novekedik vastagbél malignus daganatban

génexpresszios adatbazis adatai alapjan

Tovéabbi vizsgalatunk soran a népbetegségnek tekinthetd rosszindulati vastagbél
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daganat expresszids adatbazisbol (GSE21815) szarmazo adatokat értékeltiik a SCAI gén
expressziora vonatkozolag. Az egészséges vastagbélben a SCAI mRNS normalizalt
expresszios értéke 11,67 = 1,91 (n=9), az 1-es stadiumu rosszindulatu vastagbél daganat
expresszios értéke 33,68 + 5,29 (n=13), a 2-es stadium (T2) esetén 36,59 + 3,74 (n=26),
a 3-es stadium (T3) esetén 34,28 + 4,22 (n=17), a 4-¢s stadium (T4) esetén 33,68 + 4,84
(n=10) volt. Mindezek alapjan valamennyi rosszindulatu vastagbél szovetben a SCAI
mRNS mennyisége szignifikdnsan emelkedett volt a normal vastagbél szovethez

hasonlitva (15. dbra)
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15. é4bra: SCAI gén expresszi6 Osszehasonlitdsa vastagbél daganat expresszids
adatbazisbol (GSE21815) szdrmazd adatokbol: egészséges vastagbél nyélkahartya
(n=9), vastagbél rosszindulati daganat, 1-es stadium (T1) (n=13), 2-es stddium (T2)
(n=26), 3-es stadium (T3) (n=17), 4-es stadium (T4) (n=10). SCAI mRNS expresszid
szignifikdnsan emelkedett az vastagbél malignus daganatban az egészséges
nyalkahartydhoz hasonlitva (** p<0.01, *** p<0.001, Kruskal-Wallis és Dunn's

tobbszords 6sszehasonlito teszt)

4.2.6 SCAI gén mRNS expresszio hasonlo mértékii a vastagbél primer malignus

daganatban és annak attétében génexpresszios adatbazis adatai alapjan

A vastagbél daganatok attétképzd hajlamanak és a SCAI gén expresszid szerepének
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tisztazdsara tovabbi adatbazis elemzést végeztiink vastagbél attétet add daganat
expresszios adatbazisbol (GDS4393) szdrmazo adatokbol. A vastagbél elsddleges
rosszindulati daganat normalizalt SCAI mRNS expresszios értéke 24,48 + 1,68 (n=33)
volt, a vastagbél rosszindulata daganat attét normalizalt értéke 27,82 + 1,66 (n=21) volt,
tehat a SCAI mRNS expresszié nem kiilonbozott szignifikans értékben a két csoport

kozott. (16. abra)
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16. édbra: SCAI gén expresszid 0sszehasonlitasa vastagbél attétes daganat expresszids
adatbazisbol (GDS4393) szarmazo adatokbol: vastagbél elsddleges rosszindulata
daganat (n=33) és vastagbél rosszindulati daganat attéte (n=21). A SCAI mRNS
expresszid nem kiilonbozik szignifikans mértékben az elsédleges rosszindulatu daganat
csoportja és rosszindulatii daganat attétének csoportja kozott. (p=NS, Kruskal-Wallis és

Dunn's t6bbszoros 6sszehasonlito teszt)

4.2.7 A SCAI fehérje kimutathaté vastagbhél malignus daganatban

Az elézéekben leirt adatbazisokon végzett “in silico” SCAI expresszios elemzéseket
kovetéen a SCAI fehérje rosszindulata vastagbél daganatbol torténd kimutatasanak
lehetdségét vizsgaltuk, ehhez 9 paciens rosszindulata vastagbél daganatabdl szarmazé
szovetminta részleteit értékeltiik. A SCAI fehérje kifejez6dés mértékét a Modszerek

fejezetben leirt H-score-ral értékeltiik. A kapott eredményeket, valamint a 9 paciens
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alapvetd adatait az 2. tablazatban foglaltuk 0ssze. Az egészséges nyalkahartyaban a
SCAI nuklearis kifejezédése gyenge volt, a H-score értékek 0 és 4,7 kozott voltak.
(17A. é&bra) A vastagbél rosszindulati daganatban a SCAI fehérje kifejezddése
erdteljesebb volt, a H-score értékek 4,64 és 67,61 kozott voltak. (17B. abra)

Normal vastagbél Vastagbé¢l adenocarcinoma

17. abra: SCAI fehérje sejtmagbeli kimutatdsa vastagbél egészséges nyalkahartydban
(17A. ébra, 400x nagyitas) és adenokarcindémaban (17B abra, 400x nagyitas).

2. tdblazat: A 9 rosszindulatu vastagbél daganatos paciens adatai.

Piciens | Nem | Eletkor | Daganat helye | Grade | T | N | Dukes | MAC | Ave H Ave H
score score
Normil | Daganat

1 férfi 84 coecum 2 310 B B2 1.33 31.83
2 nd 74 sigma 2 310 D D 0.10 4.64
3 no 59 descendens 2 311 C C2 0.00 26.71
4 nd 57 | flex.hepatica| 3 310 B B2 0.40 16.37
5 férfi 73 ascendens 2 310 B B2 1.20 11.40
6 no 66 ascendens 3 312 D D 3.28 15.71
7 nd 53 coecum 2 312 C C3 2.82 29.19
8 nd 67 sigma 2 311 D D 470 | 67.61
9 no 75 rectum 2 312 C C3 1.53 34.29

Ave H score Normal: 4tlagos H score normal vastagbél szovetben;
Ave H score Tumor: atlagos H score vastagb¢l daganat szovetben.
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43 A renin-angiotenzin rendszerhez tartoz0 AnglV hatasa az ECM

homeosztazisban szerepet jatszo PAI-1 mennyiségnek szabalyozasara

4.3.1 Angiotenzin IV nem noveli a PAI-1 promdter aktivitast

A PAI-1 fehérje szerepének vizsgalata sordn elsd 1épésként annak megvalaszolasat
terveztiik, hogy az AnglV vajon hatdssal van-e sejtmodelliinkben a PAI-1 promoter
aktivitasara. Mindezek céljabol PAI-1 promoterhez kotott luciferdz enzimet kodold
plazmid tranziens transzfekcidjat végeztik LLC-PK,/AT; sejtekben, majd
AnglV-gyel kezeltik a sejteket. Ennek soran a PAI-1 promoter aktivitds emelkedést
nem lattunk, minddssze a 10®M/L koncentracio esetén volt a PAI-1 promoter relativ
aktivitasa 0,51 + 0,21 értékli, amely ugyan szignifikdns mértékii csokkenés volt,

azonban ez 0sszességében nem volt konzisztens valtozasként értelmezhetd. (18. dbra)
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18. dbra: AnglV hatasara a PAI-1 promdter aktivitdsa lényegében nem csokken LLC-
PK,/AT, sejtekben. Hordozoanyaggal és 107'°M/L — 10°M/L koncentracioju AnglIV-

gyel kezelt sejtekben a PAI-1 promoter aktivitas szigifikdnsan nem valtozott, csupédn a

crer
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p<0,05)

4.3.2 Angiotenzin II dozisfiiggé6 modon noveli a PAI-1 promoter aktivitasat AT1

receptoron (AT;R) keresztiil

A kovetkezd kisérletben LLC-PK, /AT, sejteket tranziensen transzfektaltunk PAI-1
promoterhez  kotott luciferdz  enzimet kodold plazmiddal, majd a sejteket
vechikulummal illetve kiilonbz6 koncentracioj (107'°M/L — 10°M/L) Angll-vel
kezeltiik. A kisérlet soran a PAI-1 promoter aktivitdas dozisfiiggd novekedését
tapasztaltuk. A PAI-1 promoter aktivitisa mar 10°M/L Angll koncentracio esetén is
szignifikinsan emelkedett, és 10®M/L Angll koncentracional volt a legnagyobb
promoter aktivitads emelkedés, a PAI-1 relativ prométer aktivitasa 5,66 £+ 0,69, volt (P<
0,01 a vechikulummal kezelthez hasonlitva). AT|R gatlo candesatran 10"M/L és 10
kimutathat6 (relativ prométer aktivitas: 0,85 = 0,51, p= NS a vechikulummal kezelthez
hasonlitva). Mindez arra utal, hogy az Angll altal kivaltott PAI-1 promoter akitivitas
novekedés AT R-on keresztiil, dozisfiiggé modon tortént. (19. abra)

7 T
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19. abra: Angll dozisfliggd moédon ndveli a PAI-1 promoéter aktivitdsat LLC-PK,/AT;
sejtekben, és ezt a hatas AT|R gatlo candesartan kivédi. A sejteket PAI-Luc konstrukttal
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transzfektaltuk, majd 10"°M/L — 10°M/L koncentracioju AnglI-vel kezeltiik. A PAI-1
emelkedett. 10"M/L — 10°M/L koncentracioji AT R gatlé candesartan elékezeléssel az
Angll hatasa kivédheté volt, a PAI-1 promoter aktivitds emelkedés ekkor nem

szignifikans a kontrollhoz képest. (* p<0,05)

4.3.3 Angll PAI-1 promoter aktivalo hatasa fiiggetlen a TGF-1 jelatviteli utban

gatlo hatasa Smad?7 jelenlététol

Eddigi vizsgalataink azt igazoltdk, hogy az Angll altal kivaltott PAI-1 promoter
aktivalas kozvetleniil AT;R-on keresztiil torténik LLC-PK,/AT) sejtekben. Ugyanakkor
korabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy a PAI-1 promoter aktivitast TGF-B1 is ndvelheti.
(Keeton és mtsai 1991, Westerhausen és mtsai 1991, Chang ¢és Goldberg 1995) Az
Angll és a TGF-p1 egyiittes hatdsdnak vizsgalata céljabol a sejteket a PAI-1 promoter-
luciferaz komplexet expresszaldé vektor mellett egy iires expresszios vektort
(pcDNA3.1) illetve Smad7 fehérjét kodold expresszids vektort is ko-transzfektaltunk. A
Smad7 fehérje a TGF-B1 intracellularis jelatvitelében géatlo hatasuként mikodik. A
Smad7 expresszios vektor ko-transzfekciot kovetden az 10°M/L koncentracioju Angll
hatdsara a PAI-1 promoteraktivitds novekedési mértéke kissé csokkent, azonban a
csokkenés nem volt statisztikailag szignifikans (relativ promoter aktivitas: 4,44 + 0,98

vs 3,30 + 0,70, p=NS). (20. 4bra)
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Relativ promoter aktivitas
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20. abra: Az Angll PAI-1 promoter aktivitast noveld hatdsat LLC-PK/AT, sejtekben a
TGF-B1 jelatvitelét gatldé hatdst Smad7 nem befolydsolta. A sejteket PAI-Luc
konstrukttal ¢és iires pcDNA3.1 illetve Smad7 fehérjét kodolo vektorral
kotranszfektaltuk, majd Angll kezelést alkalmaztunk. Az Angll PAI-1 promoter

aktivalo hatasat a Smad7 fehérje overexpresszidja nem csokkentette. (¥ p<0,05
] p ) p

4.3.4 Az Angll PAI-1 promoter aktivalo hatasaban sem az ERK, sem a JNK nem

vesz részt

Az Angll szdmos intracellularis jelatviteli ton keresztiil reguldlja kiilonb6zé gének
expresszigjat. Ezen jelatviteli utak koziil az egyik a protein kinaz C (PKC) ttvonal, és
emellett a MAPK kaszkad tovabbi elemei is részt vesznek: az extracellularis szignal
regulalta kindz (ERK1/2), valamint a c-jun N-terminalis kindz (JNK) is. (Huszar és
mtsai 2001, Schmitz és mtsai 2001, Terebessy és mtsai 2004) Korabbi vizsgalataink azt
mutattdk, hogy az Angll az ERKI1/2 és a JNK kindz kaszkddokat LLC-PK,/AT;
sejtekben AT|R 4ltal aktivalja. (Huszar és mtsai 2001, Terebessy és mtsai 2004)
Mostani vizsgalatunk soran azon kérdést fogalmaztuk meg, hogy a PAI-1 promoter
Angll altal indukalt aktivacidjadban mely MAPK vesz részt. Elséként MEK gatlo
PD98059-vel (6x10°M/L koncentracidban) 45 percig el8kezeltiik a sejteket, majd 107
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SM/L Angll stimulciét alkalmaztunk. A PAI-1 relativ promoter aktivitis PD98059
nélkiil 4,29 + 0,54 volt, mig PD98059 jelenlétében 3,56 + 0,57 volt (p=NS). Mindezek
alapjan a MEK gatl6 PD98059 nem gatolta a PAI-1 promoter aktivitds fokozddasat.
Egy masik kisérletben az LLC-PK, /AT, sejteket ERK gatlo CI1100 foszfatazt, és a INK
utat gatlo DN-JNK-t expresszalo vektor kotranszfekciojat végeztiik. Mindkét esetben az
Angll altal eldidézett PAI-1 promoter aktivitast nem befolyasolta az CL100 és a DN-

JNK fehérjék overexpresszidja, és intracellularis jelenléte. (21. dbra)
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21. ébra: Az Angll PAI-1 promoter aktivald hatasat sem az MEK gatlo PD98059, sem
az ERK gatlo Cl1100, sem a JNK géatlo DN JNK nem befolyasolja LLC-PK,/AT;
sejtekben. A sejteket PAI-1-Luc vektorral transzfektaltuk, és MEK gatlé6 PD98059-val
elokezeltiik, illetve EKR gatlo CI1100 és JNK gatlo DN JNK overexpresszialo vektort
kotranszfektaltunk. 10°M/L  Angll stimulust alkalmaztunk. Az alkalmazott

intracellularis jelatviteli gatlok az Angll hatasat szignifikansan nem befolyasoltak.

4.3.5 Az Angll PAI-1 promotert aktivalo hatasaban tirozin-kinazok vesznek

részt, azonban ezek kozott a protein kinaz C (PKC) nem szerepel

Az Angll altal inditott sejten beliili jelatviteli utak koziil szdmos protein kinaz
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aktivalodik. Ennek vizsgalatara genistein nevil, széles spektrumu tirozin kindz gatlot
10*M/L koncentracidban hasznaltunk az LLC-PK /AT, sejtekben. Genistein elékezelést
kovetden az Angll indukalta PAI-1 promoter aktivitas szignifikdnsan csokkent (3,82 +
0,55 vs 1,55 + 0,52, P<0,05). Ezt kovetéen a PKC szerepét vizsgaltuk, amely fontos
szerepet  jatszik az  Angll  altal  eldidézett  intracellularis  kalcium
koncentracionovekedéshez tarsulva. Az LLC-PK,/AT,; sejteket specifikus PKC
inhibitorral, bisindolyl-maleimiddel (5x107M/L) elékezeltiik, majd a sejteket 10*M/L
Angll-vel stimulaltuk. Az el6kezelés nem volt hatdssal az Angll PAI-I1
promoteraktivalo hatdsara (3,82 £ 0,55 vs. 3,54 + 0,40, p=NS). (22. dbra )

6__

Relativ promoter aktivitas
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22. abra: LLC-PK, /AT, sejtekben az Angll indukalta PAI-1 promoéter aktivitas
fokozddast a széles spektrumu tirozin-kinaz gatld genistein csokkenti, azonban a PKC
gatlo bisindolyl-maleimid nincs hatdssal ezen aktivald hatasra. PAI-1-Luc vektor
transzfekciojat kovetben tirozin-kindz gatld genistein (10*M/L) és PKC gatld
bisindolyl-maleimid (5x10"M/L) elékezelést alkalmaztunk, majd 10°M/L Angll
stimulust hasznaltunk. A PAI-1 promoter aktivitds ndvekedést a tirozin-kinéz gatld
genistein szignifikansan csokkentette, azonban a PKC gatld bisindolyl-maleimid nem

befolyasolta.
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5 Megbeszélés

Dolgozatomban a TGF-B1 és Angll altal eldidézett vesefibrozis és EMT kialakulasaval,
valamint egyes rosszindulati tumorokban kifejez6d6 SCAI fehérje kimutathatosagat, és
hatasanak egyes Iépéseit vizsgaltam szamos mddszerrel.

Kisérleteink elsd részében in vitro sejtmodellen a SCAI fehérje kimutathatdsagat, és az
EMT-re jellemzd a-SMA fehérje termelddésben betdltott szerepét vizsgaltuk.
Immunfluorescens mikroszkoépos modszerrel vizsgalva a SCAI fehérje LLC-PK/AT;
sertés proximalis tubularis epitélsejtekben elsdsorban a sejtmagban volt detektalhato,
ugyanakkor az N-terminalison megroviditett SCAI fehérje szamottevd mértékben a
citoplazmaban volt kimutathatd, és a sejtmagban nem volt jelen érdemi mennyiségben.
A LLC-PK/AT; sejtekben azt is lattuk, hogy a SCAI fehérje gatolta a TGF-B1 indukalta
¢s az intercellularis kontaktusok szétesése altal eldidézett a-SMA promoter aktivitdst,
¢és ezaltal a SCAI fehérje gatolta az a-SMA fehérje termelddést is. Ugyanezen gatld
hatds azonban nem volt kimutathaté a SCAI fehérje N-termindlis végének hianya
esetén. Mindezek arra is utalnak, hogy tubuldris epitélsejtekben az N-terminalis vég
fontos szerepet jatszik a SCAI sejtmagbeli megjelenésében és mitkodésében.

A SCAI fehérje TGF-B1 altal eldidézett a-SMA fehérje termelés vizsgélatara LLC-
PK/AT, sejteket ismételten immunfluorescens mikroszkopos modszerrel vizsgaltuk. A
sejtekben GFP-vel megjelolt SCAI fehérjét overexpresszaltunk. A SCAI fehérje
overexpresszid hatdsdra az LLC-PK/AT, sejtekben az TGF-f1 altal indukélt a-SMA
termelddés szignifikansan csokkent, és a sejtek kevesebb mint 2%-ban volt minddssze
SMA kimutathat6. Mindezen in vitro kisérletek arra utalnak, hogy a SCAI fehérje
fontos szerepet jatszik a TGF-f1 éltal eléidézett EMT folyamataban.

Kovetkezd 1épésként a SCAI gén aktivitasat vizsgaltunk kiilonb6z6 modellekben, és
ehhez a SCAI mRNS mennyiségének mérését végeztik, és vizsgaltunk a SCAI mRNS
mennyiségének TGF-f1 hatasara bekovetkezd valtozasat. In vitro sejtmodellben és in
vivo allatmodellben is igazoltuk, hogy TGF-f1 hatasara a SCAI mRNS mennyisége
csokken, amely alapjan megerdsitettiik, hogy a SCAI gén expresszids aktivitasa
csokken a TGF-B1 altal szabalyozott EMT folyamata soran.

A SCAI fehérje elébbiekben leirt miikodése endogén gétld hatasti kofaktornak felel
meg, amely ezéltal a TGF-B1 fiiggd a-SMA termelést szabalyozza. Az a-SMA fehérje

66



DOI:10.14753/SE.2018.2157

promoterében CArG domének vannak, amelynek szabalyozdsaban az MRTF-ek részt
vesznek. (Shimizu ¢és mtsai 1995, Hinson és mtsai 2007) TGF-B1 hatdsdra az MRTF a
sejtmagba transzlokalodik, és az MRTF specifikus gatldsa kovetkeztében az a-SMA
termelése is gatlodik. (Fan és mtsai 2007, Elberg ¢s mtsai 2008) Ez a mechanizmus
magyarazhatja a SCAI-nak, mint az MRTF endogén gatl6 hatast kofaktoranak, szerepét
a TGF-B1 szignalok modulalasdban. Tovabbi megerdsité adatnak tekinthetd az is, hogy
a TGF-fB1 hatasara a SCAI mennyisége kozvetleniil is csokken, amely fehérjecsokkenés
az o-SMA termelés egyik kozvetlen endogén gatld hatasti tényezd hatasanak
csokkenését is jelenti.

A SCALI génexpresszid szabalyozasi mechanizmus bemutatasat kovetéen a SCALI fehérje
kimutathatosagara tettlink kisérletet human szovetmintakban.

A SCALI fehérje human szdvetben a 1¢ép kivételével a belsé szervekben megtalalhato,
legnagyobb mennyiségben a vastagbélben ¢és az epehdlyagban mutathaté ki. A
veseszoveten beliili pontosabb elhelyezkedésére vonatkozd kevés informacié bovitése
céljabol  vizsgaltunk kiilonbozé életkori human veseszovetmintakat. Ep humén
veseszOvetben mar a 20. terhességi hét életkora vesében a glomerularis sejtek
sejtmagjaiban nagy mennyiségben kimutathato a SCAI fehérje, és fiatal gyermekkorban
is intenziv sejtmagi jelolddés lathatd. Iddsebb korban a tubularis epithélsejtekben
lathaté SCALI fehérje, elsésorban sejtmagban mutathat6 ki.

A vesefibrozist eldidézd kiilonbozd folyamatok végallapotanak tekinthetd intersticialis
fibrozisban dontd részben intersticidlis sejtek maradnak, melyekben a SCAI fehérje
minimalis mennyiségben volt kimutathaté. Mindezen kisérletek eredményei arra
utalnak, hogy a SCALI fehérje jelentds szerepet tolthet be a vesefibrozis folyamataban.

A SCALI fehérjét legeldszor daganatkeletkezéssel kapcsolatban irtak le, igy a kovetkezd
1épésekben figyelmiinket a SCAI fehérje néhany jellegzetes huméan daganat szovetben
torténd kimutathatosaganak kérdésére iranyitottuk.

A legjellegzetesebb gyermekkori vese daganatban (Wilms-tumor) nagy mennyiségii
SCALI fehérje volt lathatd, mig a jellegzetes felndttkori vese daganatban (vilagossejtes
veserak) a SCAI fehérje nem volt kimutathat6. Ezen SCAI fehérje expresszios mintazat
a kiilonb6z6 daganatok esetén a hasonlo ¢életkorti daganatmentes szovetre emlékeztetett.
Ezen megfigyelés arra is utalhat, hogy a két tumor jellege alapvetden kiilonb6z6 lehet -

a Wilms tumor esetén egy korai, embriondlis jellegli tumorrdl van szo6, addig a
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vilagossejtes veserak egy késobbi, felnétt korban kialakuld rosszindulati daganat. A
SCALI expresszid ilyen mérvii kiilonbsége a tumor kialakuladsédban szerepet jatszo sejtek
¢letkordnak és egyéb allapotanak fliggvénye lehet. Ezen tényezdk felvetik a SCAI
fehérje organogenezisben betoltott kozponti szerepének lehetdségét is, valamint annak
kérdését, hogy az ¢letkor elérehaladtaval a SCAI fehérje expresszidja milyen okok miatt
csokken. Mindezen adatok Osszességében arra is utalhatnak, hogy a SCAI fehérje
jelentdsége elsdsorban a tumor kialakuldasanak kezdeti 1épéseinél lehet fontos. (Kressner
¢s mtsai 2013)

A SCAI fehérje daganatok kifejlddésében betdltott szerepének vizsgdlatdhoz a
szakirodalomban eddig leirt daganattipusoktdl eltérd két rosszindulatti daganattipust
valasztottunk, amelyek Magyarorszagon népbetegségnek tekinthetéek. “In silico”
vizsgalataink az emld szokvanyos invaziv daganata €s in situ daganat esetén is a SCAI
mRNS mennyiségének csokkenését igazoltdk. Frdekes modon a vastagbél tipusos
rosszindulati daganata esetén a SCAI mennyiségének ndvekedése volt lathatd az “in
silico” génexpressziés adatok elemzésekor ¢s a SCAI fehérje immunhisztokémiai
madszerrel torténd kimutatdsa esetén is.

Az ellentmondésos adatok hatterében génexpresszios szabalyozasi eltérések, valamint
egyéb tényezdk is allhatnak. Erdekes, hogy a Wilms-tumorban mint embrionalis jellegii
tumorban, illetve a sok osztddo dssejtet tartalmazd vastagbélbdl kiinduld rosszindulat
daganatban is magas SCAI expresszio volt kimutathat6. Szamos olyan fehérje keriilt
mar leirasra, amely kettds hatassal van a tumor keletkezés folyamatara. Ezek egyik
példaja a vérképzdszervi megbetegedésekben jol leirt ilyen proto-onkogén Notch
fehérje, amelynek tumorszuppresszor hatasara vonatkozolag az utobbi idében ndvekvod
adat all rendelkezésre. (Lobry és mtsai 2011)

A SCALI fehérje vesén kiviili mas szervrendszerekbeli miikddésére vonatkozdéan még
kevés adattal rendelkeziink. A kdzponti idegrendszerben az ujabb vizsgalatok alapjan a
SCAI a patkany dendritikus idegsejtek kozotti kapcsolatokat befolyasolja. A TGF-
csaladba tartozé aktivin hatdsira a patkany neuronok kozotti kapcsolatok szama és
komplexitasa novekedett, amely folyamathoz az SRF és MRTF fehérjék jelenléte is
szlikséges volt. Aktivin hatdsira a SCAI mennyisége csokkent az idegsejtek

sejtmagjaban, ¢és novekedett a citoplazmdban. A SCAI overexpresszidja gatolta az
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aktivin indukalta SRF transzkripcids aktivitdst ¢és a dendritikus kapcsolatok
komplexitasat. (Ishikawa és mtsai 2010)

A joindulati kozponti idegrendszeri tumorszdvetek koziil SCAI mRNS és protein
mennyisége csokken glioma tumorszovetben, és gliomabol szarmazé sejtvonalakban.
SCALI fehérje taltermelddése gatolja a glioma sejtmodellekben az invazidé mértékét. A
SCAI fehérje termelddésének csokkenése intracellularisan aktivalja a mas sejtekben is
mar kordbban leirt Wnt/B-catenin jelatviteli utat. Tovabba a SCAI fehérje befolyasolja
az EMT-t szabalyozo Snaill és TWIST fehérjék mennyiségét is. (Chen és mtsai 2014)
A Wnt/B-catenin EMT-ben betoltott szerepe miatt ezen megfigyelés is megerdsitett
benniinket abban, hogy a SCAI valdban jelentds ,.kapudr” szerepet tolthet be az EMT
kialakulasanak kezdeti fazisaiban. Fontos itt megjegyezni, hogy irodalmi adatok alapjan
tovabbi kulcsfontossagh EMT-t okozé transzkripcios faktorok is a SCAI fehérje altal
szabalyozottak, mint a TWIST ¢€s a Snaill. (Chen és mtsai 2014)

Allatkisérletes modellben SCAI génkiiitétt egerek szokvanyos idében sziilettek meg,
amellyel igazolhatd volt, hogy a SCAI nem esszencidlis gén az egér egyedfejlédéshez.
Ugyanakkor infravordés sugarzasnak kitett egerek esetén a haldlozds kordbban
kovetkezett be a normalis genetikai allomanyu egerekhez képest. Ennek magyarazataul
Hansen és munkatarsai a SCAI fehérje a kettds szali DNS javitdé mechanizmusaban
betdltott szerepét igazoltak. Emellett a SCAI génkititott egerekben mind a here, mind a
petefészek alulfejlettsége volt megfigyelhetd, amely alacsonyabb fokt utédnemzd
képességgel és mindkét nemben karosodott funkcioju csirasejtekkel tarsult a kontroll
allatcsoporthoz viszonyitva. (Hansen és mtsai 2016)

Ujabban tébb munkacsoport is vizsgalatokat végzett a mikroRNS-ek szerepének EMT-
ben betoltott szerepének feltérképezése céljabol. Shukla és munkacsoportja mRNS és
miRNS mennyiségének valtozdsat vizsgalat az EMT egyik jellegzetes sejtes
modelljeként hasznalt MDCK sejtvonalban 0j generacios szekvenalo technologiaval. A
Ras-jelatviteli ut konstans aktivacidjahoz tarsuldan nagyszamu 1j jelatviteli molekulat
¢és Utvonalat azonositottak, emellett a TGF-f1 termelés novekedését is leirtdk. Ezen
adatok alapjan ezen 10j technoldgia segitségével az MCDK sejteken a TGF-B1 autokrin
hatasat feltételezik. (Shukla és mtsai 2015)

Zheng ¢s munkatarsai a kolorektalis eredetli tumorsejtvonalakon a miR-625-3p szerepét

vizsgaltak. A SCAI gén analizise soran a miR-625-3p potencialis célpontjaként taldltak
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egy 8 nukleotidbol alloé génszakaszt, majd ennek élettani jelentdségét a miR-625-3p
overexpresszioval is vizsgaltdk. A kolorektalis tumorsejtvonalakon az attétképzésre
hajlamos sejtvonalakban alacsony SCAI mRNS ¢és fehérje volt mérhetd. Az
attétképzésre nem hajlamos, sok SCAI fehérjét termeld tumor sejtekben a miR-625-3p
overexpresszioval amelynek sordn a SCAI fehérje mennyiségének csokkenése volt
kimutathat6. (Zheng és mtsai 2015)

A SCALI fehérje celluldris miikodésének pontos mechanizmusa még csak részlegesen
ismert. Az eddigi adatok elsdsorban a sejt plaszticitds és attétképzés szabalyozasara
utalnak, és ezt a hatdst a SCAI elsésorban az MRTF-SRF utvonal gatlasa utjat fejti ki.
(Brandt és mtsai 2009, Chen ¢és mtsai 2014) Nemrégiben valt ismertté, hogy a SCAI
tobbek kozott a tumorszuppresszor SWI/SNF kromatin Ujrarendezddésért felelds
fehérjekomplexre is szabalyoz6 hatassal van. (Kressner és mtsai 2013) A SCAI emellett
befolydsolja az alapvetden génaktivitast csillapitd hatast heterokromatin protein 1
(HP1) fehérjét, amely a CBX5 gén terméke. (Nozawa és mtsai 2010) Meglep6 modon a
SCAI fehérje miikddése kapcsolatba hozhato a KDM3B nevii fehérjével is, amely
H3K9mel/2 hiszton demetilaz aktivitdssal bir. (Brauchle és mtsai 2013) Erdekes
tovabba, hogy a SCAI fehérje aminosavsorrendje az 526-523-as pozicidban PIP-box-ot
is tartalmaz, ennek szekvencidja Q-x-[x]-I/L/V-x-[x]-F/Y/W/H-F/Y/W/H, és amely
szamos PCNA-hoz kapcsolddd fehérjében is megtaldlhat6. A PCNA-hoz PIP-box-on
keresztiil kapcsolodd fehérjék feladatai koziil tobbek kozott DNS tobbszorozodés és
kromatin szerkezetvéltoztatds ismert. (Mailand és mtsai 2013) A PCNA szdmos
kromatin struktdrat szabdlyozé fehérjéhez kapcsolddhat, mint példaul a géncsillapitd
hatdsi HDACI1 fehérjéhez, vagy a WSTF-SNF2H kromatinszerkezetet szabalyozo
fehérjekomplexhez, illetve a mar kordbban emlitett HP1 fehérjéhez. (Murzina és mtsai
1999, Milutinovic és mtsai 2002) A felsorolt példak ramutatnak a SCAI fehérje
kromatinszerkezetet befolydsold széleskorli hatdsara. Ezzel egyiitt igazolast nyert az is,
hogy a SCAI fehérje a duplaszdlu DNS hibak javitdsara is hatdssal van. (Hansen és
mtsai 2016) Ujabb irodalmi adatok rémutatnak az eml&tumor kialakuldsiban fontos
szerepet jatszO BRCA1 és SCALI kiilonleges kapcsolatara, mivel a SCAI fehérje és a
BRCA1 fehérje mennyisége hasonloképpen viltozik a duplaszdli DNS torések
javitasaért felelds fehérjekomplexek szabdlyozds soran. (Isobe és mtsai 2017) Hasonl6

funkciondlis szinergia figyelhetd meg a SCAI és a BRCA1 fehérje kozott az EMT
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folyamatdban is, tekintettel arra, hogy mindkét fehérje gatolja az EMT folyamatat. (Bai
és mtsai 2014)

Munkank tovabbi részében a TGF-B1 termelddésben kdzponti szerepet jatszd Angll és
AnglV hatasat vizsgaltuk in vitro sejtmodellben az ECM homeosztazisdban résztvevo
PAI-1 fehérje promoterének aktivitidsara vonatkozoéan. A  kordbban kozolt
vizsgalatokkal ellentétben in vitro rendszeriinkben az AnglV hat4sara a PAI-1 promoter
aktivitasa csokkent. Angll hatasara a proximalis tubuléris epitélsejtekben a PAI-1
promoter aktivitdsa emelkedett, amelynek kovetkeztében az ECM degradacioért felelds
enzimek aktivitdsa csokken, ¢és ezaltal az ECM mennyiségének ndvekedésével jard
fibrozis progresszidja lathatd. Eredményeink arra utalnak tehat, hogy a tubularis
epitélsejtekben PAI-1 termelddés is kimutathatd. Kisérleti rendszeriinkben az Angll
hatasa alapvetéen az AT;R-on keresztiil valosult meg, hasonloképpen a vesében
el6forduld mas sejtekhez.

A TGF-B1 egyes in vitro rendszerekben aktivalja a PAI-1 promotert. Az Angll-TGF-§1
kapcsolat tovabbi vizsgalata céljabol a TGF-B1 intracelluldris jelatviteli utjat gatlo
Smad7 overexpressziojat indukaltuk. A TGF-B1 PAI-1 prométerre kifejtett aktivalo
hatdsat a Smad7 fehérje overexpresszidja csokkentette, amely a TGF-f1 specifikus
hatasara utal. Az Angll PAI-1 prométer aktivitasat a Smad7 fehérje overexpresszidja
nem befolyasolta, amely alapjan az Angll PAI-1 prométerre kifejtett hatdsa legnagyobb
részben a TGF-f1 jelatviteli Gitjaitdl fiiggetlennek igazolodott.

Az Angll intracellularis jelatviteli Utjainak tovéabbi feltérképezése soran a MAPK
kaszkad egyes szereploit vizsgaltuk. Az ERK ¢és JNK jelatviteli utak gatldsa nem
befolydsolta az Angll PAI-1 promoterre kifejtett hatdsat. Az Angll egy masik
klasszikus jelatviteli utja a PKC enzim aktivalasa, amelynek specifikus gatloszere
ugyancsak nem befolyasolta a PAI-1 promoter aktivitasat. Az Angll sokat vizsgalt
ujabb jelatviteli utjai koziil a receptor tirozin kindzok ugyanakkor eredményeink alapjan
szerepet jatszhatnak az Angll PAI-1 promoter aktivald hatdsdban, mivel egy nem-
szelektiv tirozin-kindz gatlé hatdsdra a PAI-1 promoter aktivitds csokkenése volt
megfigyelhetd.

Mindezek alapjan felvetddik a kérdés, hogy milyen méddon lehetne befolyasolni a

vesefibrozis folyamatat?
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Jelenleg nincs vesefibrozist altalanossagban megeldz6 specifikus, egy tdmadasponton
haté gyogyszer. A vesefibrozishoz vezetd utakban szerepet jatszo jelatviteli utak
komplexitasa miatt egyeldre olyan gydgyszerek hasznalatosak a fibrozis megeldzésére,
amelyek az Angll receptorainak gatlasa tjan hatnak.

Ugyanakkor a TGF-f1 vesefibrozishoz vezetd specifikusabb hatasa miatt célszertinek
tlnhet a jelatviteli ut gyogyszeres gatlasa. A jelenleg klinikai kivizsgalas alatt allo
gyogyszerek koziil a TGF-f jelatvitelt gatlok koziil van olyan, amely a tiidéfibrozis
esetében hasznalhatd, azonban az eddig észlelt mellékhatasok miatt nem keriilt sor
széles korll elterjedésre. TGFPR gatld decorin mellett anti-TGF-$ autoantitesteket is
kiprobaltak klinikai vizsgéalatokban. Anti-TGF-f1 antitest hasznalatakor prognézist
lényegesen befolydsold hatas eddigi vizsgélatok sordn még nem volt kimutathato,
azonban érdekes modon az anti-TGF-f2 antitest eredményesen eldézte meg a
glomeruloszklerozis kialakulasat. A TGF-B1 hatasat tobb ponton is gatld pirfenidone
hatasat ugyancsak tobb tanulméanyban vizsgaltdk. A TGFBR gatlok mellett a Smad3 ¢és
Smad4 fehérje gatlasa, a Smad7 fehérje overexpresszidja, a MAPK-ok aktivitdsdnak
gatldsa, a cannabinoid receptor 1 gatlasa, valamint a TGFBR-hoz kapcsolédd endoglin
fehérje modulaldsa is allatkisérletes eredmények alapjan terdpids célpont
lehet. (Fukasawa ¢és mtsai 2004, Ka és mtsai 2012, Meng és mtsai 2012, Lecru és mtsai
2015, Munoz-Felix és mtsai 2015)

A TGF-B1 intracellularis jelatviteli mechanizmusat befolydsol6 BMP fehérjék koziil a
BMP?7 fehérje terapids hatékonysagat human gyogyszervizsgalatokban is ellendrizték. A
BMP7 fehérje aktivalasa gatolhatja az ECM termelddését a TGF-B1 intracellularis
hatasat gatlasa révén. A BMP7 fehérje terapias hatékonysag igazolasara a klinikai
gyogyszervizsgalatok fazis II 1épésében a BMP-7 fehérjét aktivalo THR-184 fehérjét
vizsgaltak. A THR-187 fehérje a kronikus vesebetegekben szivmiitét soran kialakulo
akut vesekarosodas csokkenését eredményezte. (Lovisa és mtsai 2016).

Jelenlegi tudasunk még mindig részleges €s toredezett az EMT ¢és vesefibrozis pontos
pathomechanimusanak folyamatarol. Ugyanakkor a biotechnologiai moddszerekkel
eléallitott gydgyszerek robbanasszerl térnyerése varhatd a jovoben, €s ezen technologia
még komplexebb és specifikusabb hatasponti készitmények eldallitasat €s hasznalatat
fogja majd lehetévé tenni, ezaltal reményeim szerint még tobb paciens szamara valhat

lehetéveé a végallapotu vesebetegség megeldzése.
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6 Kovetkeztetések

Vizsgalataink célkitlizésében harom kérdéscsoportot fogalmaztunk meg, és a

kovetkeztetéseket is ennek megfelelden foglalom 6ssze.

1. A SCAI fehérje EMT-re kifejtett hatdsara vonatkozdan az alabbi kovetkeztetéseket
tettiik kiilonb6z6 allati €s human sejttipusokban €s szovetekben:

a. Az LLC-PK,/AT, sejtek altal termelt endogén SCAI, valamint a kiviilrdl bejuttatott
gén altal expresszalt SCAI a sejtmagban volt elsésorban megfigyelhet, a
citoplazmatikus kifejez6dés nem volt szamottevd. Az N-terminalis végen megroviditett
SCAI ugyanakkor dontd részben az LLC-PK,/AT; sejtek citoplazmdjaban volt
megfigyelhetd, a sejtmagi kifejezddés nem volt szamottevd.

b. LLC-PK,/AT, sejtekben a SCAI fehérje overexpresszidja a TGF-B1 altal indukalt o-
SMA prométer aktivitdsra gatlo hatassal volt. Az N-termindlis végen megroviditett
SCALI jelenléte ugyanakkor nem volt gatldé hatassal TGF-p1 altal indukélt a-SMA
promoter aktivitasra.

c. LLC-PK, /AT, sejtekben a SCAI fehérje overexpresszidja a sejtkapcsold struktarak
szétesése altal eldidézett a-SMA promoter aktivitasra gatldo hatassal volt. Az N-
terminalis végen megroviditett SCAI jelenléte ugyanakkor nem volt gatlo hatassal a
sejtkapcsolo struktirak szétesése altal eldidézett a-SMA promoter aktivitasra.

d. TGF-B1 kezelés hatasdra az LLC-PK,/AT; sejtek mintegy 20-22%-0s aranyaban
lathatd a-SMA termelddés. SCAI overexpresszié hatdsara TGF-f1 kezelés hatasara
csokkent az o-SMA expresszid, mig N-termindlis végen megroviditett SCAI
jelenlétében az LLC-PK/AT; sejtekben TGF-f1 kezelés hatasdra az a-SMA
termelddés megdrzott volt.

e. TGF-B1 kezelés hatdsaira mIMCD-3 egér vese medulléris gylijtdcsatorna sejteken a
SCAI mRNS mennyisége szignifikdns csokkenést mutatott a kezeletlen sejtekhez
hasonlitva.

f. TGF-B1 traszgenikus egérmodellben a TGF-B1 tultermelés kovetkeztében a SCAI
mRNS mennyisége szignifikdnsan csokkent a normal egér veseszovethez hasonlitva.

g. A SCAI fehérje kimutathatd volt mar a magzati vesében a glomerularis és tubularis

epitélsejtek sejtmagjaiban is. Sziiletést kovetd, fiatal gyermekkori iddszakbol szarmazé
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szovetmintaban ugyancsak intenziv sejtmagi SCAI mutathato ki a glomerulusban a
mezangialis sejtekben, valamint podocitakban. Feln6tt vesében elsdsorban a proximalis
tubularis epitélsejtekben van sejtmagi SCAI jelolddés, mig erek simaizomsejteiben
mindossze kis mennyiségli SCAI expresszid volt jelen. Az erekben az endotélsejtekben
SCALI fehérje jelolddés ugyancsak kimutathat6 volt.

h. Daganatmentes fibrotikus vese intersticiumban SCAI nem volt kimutathatd, mig a
megmaradt tubularis sejtekben kis mennyiségli, dontd részben sejtmagi elhelyezkedésii
SCAI volt kimutathat6. Szklerotikus glomerulusokban SCAI jel6lddés nem volt

kimutathato.

2. A SCALI fehérje human rosszindulati daganatos szovetekben kimutathatosagarodl és a
daganatok kialakul4dsaban betoltott szerepérdl az alabbi kovetkeztetések tehetdek:

a. A felnéttkori vildgossejtes veserdkban SCAI expresszid6 nem volt kimutathato,
ugyanakkor a gyermekkori Wilms tumorban sejtmagi SCAI jel616dés volt lathato.

b. Génexpresszids adatbazis adatai alapjan vizsgalva tipusos in situ duktalis és invaziv
emldrakban a SCAI mRNS expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt az egészséges
emldszovethez hasonlitva.

c. Génexpresszios adatbazisban vizsgdlva T1-T4 stddiumu rosszindulatd vastagbél
szovetbdl szarmazd SCAI mRNS mennyisége szignifikdnsan emelkedett volt a normal
vastagbél szovethez hasonlitva.

d. Génexpresszios adatbazis adatai alapjan a SCAI mRNS expresszid nem kiilonbozott
szignifikans értékben vastagbél elsddleges rosszindulati daganat és a rosszindulata
daganat attéte kozott.

e. A SCAI fehérje kimutathaté volt vastagbél rosszindulati daganat sejtekben,
els6sorban a sejtmagban volt kimutathatdé nagyobb mennyiségli SCAI fehérje a

daganatmentes vastagbél szovethez hasonlitva.

3. A PAI-1 fehérje ECM homeosztazisban betdltott szerepérél az alabbi
kovetkeztetéseket allapitottuk meg:
a. LLC-PK/|/AT,; sejtekben az AnglV nem idézett el6 PAI-1 promoter aktivitas

emelkedést.
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b. Az Angll LLC-PK,/AT, sejtekben a PAI-1 promoter aktivitast dozisfliggd modon
novelte, és ezen promoteraktivald hatds AT R-on keresztiil valosult meg.

c. TGF-B1 intracelluléris jelatvitelében gatld hatdsa Smad7 fehérje overexpresszidja
nem csokkentette LLC-PK;/AT; sejtekben az Angll altal kivaltott PAI-1
promoteraktivitds ndvekedés mértékét, mindezek alapjan az Angll hatdsa els6sorban
nem a Smad jeltaviteli aton keresztiil zajlik.

d. LLC-PK,/AT; sejtekben a MEK, JNK kinazok aktivitdsanak gatlasa nem volt hatassal
a PAI-1 promoter Angll altal eldidézett aktivitas novekedésre.

e. LLC-PK,/AT; sejtekben az Angll altal eldidézett PAI-1 promoéter aktivitas
novekedésben részt vesznek tirozin kindzok, azonban ezen folyamatban nem vesz részt

a PKC.
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7 Osszefoglalas

A népbetegségnek tekinthetd végallapotu veseelégtelenség hatterében a vesefibrozis all,
amelynek kialakuldsdban jelenleg progressziv folyamatok ismertek, ugyanakkor az
ujabb adatok arra utalnak, hogy ezen progressziv folyamat a korabban gondoltakhoz
képest dinamikusabb, és akar reverzibilis l1épések részét képezhetik. A vesefibrozis
kialakulasdhoz vezeté egyik kulcsfolyamat az epitelidlis-mezenchymalis tranzicio
(EMT), amelynek szabalyoz6 folyamatai jelenleg csak részben ismertek.

Munkank soran olyan intracellularis fehérje szerepét vizsgaltuk, amely a vesefibrozis
folyamatédban kulcsszerepet jatszé hormonok (Angll és TGF-B1) altal eldidézett EMT
folyamatanak intracellularis jelatviteli mechanizmusdnak szabalyozdsdban volt
feltételezhetd.

Igazoltuk, hogy a SCAI fehérje a vese szamos sejtjében kimutathato, fiatal életkorban
nagyobb mennyiségben, idds vesében kisebb mennyiségben. A SCAI fehérje
kulcsszerepet jatszik a TGF-p1 4ltal el6idézett EMT az a-SMA expresszio
szabalyozasaban. A SCAI fehérje emellett kimutathatd volt a vese fiatalkori malignus
daganataban (Wilms-tumor), ugyanakkor iddsebb vesébdl kiinduldé tumorban kisebb
mennyiségben volt jelen. Megfigyeltiik tovabba, hogy colon tumorokban a SCAI
expresszio mennyisége jelentdsen megnovekedett.

A vesefibrozis sordn termelddd extracellularis matrix (ECM) homeosztazisaért felelds
PAI-1 gén miikodésének vizsgélata soran kimutattuk, hogy az Angll kulcsszerepet
jatszik az PAI-1 gén aktivitdsdnak novekedésében, ugyanakkor a degradacids termék
AnglV nem volt hatassal a PAI-1 gén aktivitasra. Ezen Angll altal elinditott jelatviteli
folyamatok soran igazoltuk a tirozin kindzok részvételét, ugyanakkor sem a TGF-f1
intracellularis jelatvitelében szerepet jatszo gatldé Smad7 fehérje, sem a JNK és MEK
kindzok nem jatszanak szerepet az Angll PAI-1 fehérjét indukdld intracellularis
jelatviteli folyamataban, és nincs hatassal a PKC sem ezen jelatviteli utakra.

Munkédnk sordan az Angll-TGF-f1 rendszer komplex jelatviteli mechanizmusait
vizsgaltuk, és ezen folyamatok lehetdséget adtak egyes vesefibrozist lassitd terapids

célpontok azonositasara.
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8 Summary

Renal fibrosis leads to end-stage renal failure, considered to be a relatively frequent
disease. The development of renal fibrosis is a process, characterized by dynamic and
partly reversible mechanisms. One key process leading to the development of renal
fibrosis is epithelial-mesenchymal transition (EMT), which is a highly complex form of
cellular plasticity. Regulation of EMT is still highly investigated in order to decipher
novel mechanisms leading to diseased cellular phenotypes.

We studied the role of certain proteins considered to control the intercellular signaling
mechanisms leading to EMT in the context of Angll and TGF-B1 induced renal fibrosis.
We have shown that SCAI protein can be detected in several kidney cells at younger
ages, and in smaller quantities in elderly kidneys. SCAI protein plays a key role in
TGF-B1-induced a-SMA expression in cellular models of EMT. SCAI protein was also
detected in younger malignant tumors of the kidney (Wilms’ tumor), and reduced SCAI
protein was detected in malignant tumors developed in older kidney. We have observed
a massive SCAI overexpression in colon tumours.

When investigating the function of PAI-1, a gene responsible for the homeostasis of the
extracellular matrix (ECM) produced during the renal fibrosis, we have shown that
Angll plays a key role in enhancing the activity of the PAI-1 gene. Intriguingly, the
degradation product AnglV has no effect on PAI-1 gene activity. We have confirmed
the participation of tyrosine kinases in the signaling processes initiated by Angll,.
Further, inhibition of Smad7, JNK, MEK or PKC had no effect on Angll induced PAI-1
promoter activity.

Our work shed some light onto the complex signaling mechanisms of the AnglI-TGF-
Bl system. It is very important to further study these processes as novel discoveries
could give the opportunity to identify some novel therapeutic targets that could slow

down the progression of renal fibrosis.
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