»A tumorsejtek szabalyozasi zavarai — a diagnozis és a terapia alapja” c. OTKA project
(49887) zarojelentése a 2005-2007-ben végzett munkarol

Ez a jelentés els6sorban a 2007-ben végzett munkékat mutatja be, igy az el6z0 két év
jelentései is tartalmaznak informdacidkat a projekt keretében végzett szakmai munkéval
kapcsolatban.

Jelatviteli utak vizsgalata

TGFbD jelut. - Kiilonboz6 lymphomékban megvizsgaltuk a pSmad2, pSyk, plkBa, c-
Myc, Mcl-1, pMnk, p65NFkB, pSONFkB fehérjék expresszidos mintazatat. Mnk aktivitas jeleit
csak az ALCL-ek és a BL-ek esetében, mig c-Myc fehérje magi expresszidjanak hianyat csak
a HL esetében tudtuk kimutatni. Emellett a pSmad2 magas expresszidja minden lymphoid és
lymphoma sejtekben kimutathatd volt és a pSyk és p65SNFkB expresszid nem mutatott
jelentds kiilonbségeket a kiilonb6zd lymphomakban,. Vizsgélataink alapjan bizonyos (IkBa —
MCL, MZL; C-Myc - HL) fehérjék expresszios jellegzetességeit érdemes nagyobb esetszamu
lymphoma csoportokon is jellemezni.

A TGFb Smad4-fiiggetlen apoptotikus hatasait vizsgaltuk tovabb ¢és kimutattuk, hogy
ez az apoptotikus hatds rapamycinnel fokozhatd. In vivo és in vitro teszteltik a MMF/MPA
lymphoma ellenes hatasait kiilonboz6 TGFb érzékenységli lymphoma sejtekben. Adataink
szerint ezeknek a szereknek nemcsak proliferaciot gatld, de apoptdzist indukald hatdsa is
hozzajarul a lymphomak novekedésének gatlasdhoz.

SLE-s betegek izolalt T-sejtjeinek vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a TGFb
szignalut bizonyos elemeinek a hidnya az esetek tobb mint 50%-ara jellemz6. Ez feltehetéen
hozz4jarul a beteg sejtek immunoldgiai funkcié zavardhoz.

(A vizsgalatokban résztvevo PhD hallgatok: Barna Géabor, Hajdu Melinda, Végso

Gyula.)

Notch-jelut — A TGFb és a Notch jelut kapcsolatdnak vizsgalata kozben jellemeztiik a
két utvonal célgénjeinek expresszidvaltozasait lymphoma sejtekben TGFb, y—szekretaz gatld
és Delta ligand kezelések utan. Kimutattuk, hogy a HES-1 a TGFb transzkripcionalis célgénje
lehet a TGFb-érzékeny B-NHL sejtvonalakban. A TGFb-indukalt HES-1 indukci6é korai
fazisat a y-szekretaz-inhibitor (DAPT) nem gatolta, a kés6bbi fazisban a HES-1 expressziojat
részben csokkentette. A HES-1 expresszionovekedés mértéke jelentdsen meghaladta a TIEG
expressziovaltozasat, amely a klasszikus TGFb-jelut korai célgénje. A DI1l4 ligand ¢s a DAPT
csak egy TGFb rezisztens B-NHL lymphoma sejtvonalban szignifikdnsan megvaltoztatta a
HES-1 expresszidjat. A HERP-1, NRARP és C-MYC mRNS mennyiségét azonban a TGFb, a
Dll4, és a DAPT nem befolyéasolta.

(A vizsgalatokban résztvevd PhD hallgato: Hajdi Melinda.)

EGFR-jelut - Kisérleteink soran négy EGFR (epidermalis ndvekedési faktor receptor)
tirozin-kindz gatléval szemben rezisztens tlidérak sejtvonalat vizsgaltunk: H358-as vonal
RAS mutaciét és vadtipusu EGFR-t, a H1666 vonal vadtipust RAS és EGFR géneket, de
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okozo6 mutéciot (20-as exon) hordoz. Mar az el6z4 jelentésiinkben beszdmoltunk roéla, hogy az
EGFR-t aktivalo tirozin kindz domén mutaciot tartalmazd sejtvonalak rezisztensnek
bizonyultak a TRAIL halalligand kezeléssel szemben, mig a RAS és RAF mutans vonalakban
a TRAIL apoptdzist indukalt. Tovabbi kisérleteinkben megvizsgéltuk, hogy az EGFR-



jelatviteli utjanak a gatlasaval helyreallithato-e a TRAIL érzékenység az EGFR mutans
sejtvonalakban (H1975 ¢és H1650). Feltételeztiikk, hogy a kordbban leirtak megfeleléen a
mutans EGFR receptor fokozottan aktivalja a PI3K/AKT utvonalat ami tobb ponton gatolhatja
az apoptozist. Az EGFR gatloszerek, mint a gefitinib vagy az erlotinib nem fokozta a TRAIL
érzékenységet ami magyarazhaté a H1975 esetében a gyogyszerrezisztenciat okozdé T790M
mutacio jelenlétével. A H1650 esetében a PTEN tumorszuppresszor gén delécidja autondm
PI3K/AKT jelatviteli ut aktivaciot hoz létre, ami fliggetlen a receptortol. Ezért masodik
Iépésben a PI3K gatldé LY294002 hatasat teszteltiik a négy sejtvonalon. Mindkét EGFR
mutans TRAIL érzékenysége szignifikansan emelkedett mig a RAS és RAF muténs sejtek
TRAIL ¢érzékenysége nem fokozoddott tovabb. Az AKT egyik fontos ,,downstream”
apoptozisgatlo jelatviteli utja az IKK kindz aktivacidjan keresztiil valésul meg. Ezért a
Vichem Kft. altal eléallitott IKK gatlo hatasat is megvizsgaltuk és azt talaltuk, hogy az IKK
gatld a PI3K gatlondl még hatékonyabban fokozta az EGFR mutans sejtek TRAIL
érzékenységét. Osszefoglalva: Eredményeink alapjan az EGFR és a RAS, RAF és PTEN
molekularis diagnosztikdjaval a TRAIL adéasan alapuld terdpidk hatdsossaga eldre jelezhetd
lehet. Tovabba azonositottuk az IKK kinazt, mint fontos terapias célpontot a TRAIL
rezisztencia lekiizdésére.

(A vizsgalatokban résztvevdé PhD hallgatok: Barti-Juhdsz Helga, Magos Krisztian,
Moskovszky Linda, Nagy Katalin.)

Lymphomagenezis

A primer mediastinalis nagy B-sejtes lymphomara (PMBL), egyéb csiracentrum
eredetli daganatokhoz hasonléan, fokozott aktivacid indukdlt citidin deaminaz (AID)
expresszid ¢és kovetkezményes Aberrans szomatikus hipermutacidé (ASHM) jellemzo.
Eredményeink alapjan A PMBL-ben tapasztalt AID expresszio és az ASHM megléte kozotti
kapcsolat arra enged kdvetkeztetni, hogy az AID altal indukalt mutagén hatds szerepet
jatszhat ennek a betegségnek a kialakuldséban.

Bizonyitottuk az AID expresszi6 és az ASHM kronikus lymphocytés leukaemia (CLL)
transzformalodd CLL-es esetekhez képest az RT ¢s PLT esetekben magas AID expresszios
szinteket detektaltunk, valamint c-MYC, a Pax5 és a RhoH gének ASHM altali érintettségét is
kimutattuk a transzformacion atesett esetekben. Eredményeink arra utalnak, hogy a fokozott
AID expresszio ¢s az ASHM 0Osszefiiggenek a CLL magasabb malignitdsu lymphomaba
¢és az ASHM aktivalodhat a B-sejtes lymphomak klonalis fejléddése soran.

A bcl-2 negativ follicularis lymphomak (FL) molekularis jellemzése soran az AID
statuszat is feltérképeztiik. Eredményeink alapjan az AID fokozott expresszidja és az ASHM
is hozz4jarulhatnak a bcl-2 negativ FL-k patogeneziséhez.

Osszefoglalva: az elmult harom évben leirtuk az AID expresszié és az ASHM szerepét
a primer mediastinalis nagy B-sejtes lymphoma és a bcl-2 negativ follicularis lymphomak
kialakulasaban, illetve a kronikus lymphocytds leukaemia Richter és prolymphocytas

(A vizsgalatokban résztvevé PhD hallgatok: Bognar Agnes, Bodor Csaba, Reininger
Lilla.)

Hepatocarcinogenesis és mdjossejtek



Feln6tt allatok majaban a Hering csatornédkat felépitd hamsejtek képesek a legnagyobb
valoszinliséggel Ossejtként viselkedni, ezért pontos szerkezetiiknek immunfenotipusuknak
feltérképezése fontos lehet reakcidik megértéséhez. Patkanyok majaban a Hering csatornékat,
a tobbi epeuttdl eltér6 CK19+/CK7- fenotipust sejtek alkotjak. Funkciondlis tesztekkel
kimutathatd volt, hogy ezek a sejtek a prekurzorai a vegyszeres kezeléssel kivaltott ovalis,
illetve choledochus lekdtéssel indukalt un. epeutproliferacionak. A Hering csatorndk a
patkdnyok majaban a periportalis kotdszovetben maradnak, de azon beliil hosszl, sokszor
elagaz6do csovecskék formajaban vannak jelen. Ezzel szemben az emberi majban a Hering
csatorndk a hepatocytdk hatarololemezét attérve a parenchymaba terjednek, ahol a
lebenykéket elvalasztdé rudimenter kotoszoveti résekben, az Un. vaszkularis szeptumokban
terjedve Olelik koriil a lobulusokat. Az emberi majban a Hering csatorndkat az EMA-
/CD56+/CD133+ immunfenotipus kiilonbdzteti meg a nagyobb epeutaktol.

Kisérleti allatokban az acetaminofluorén/parciélis hepatectomiés kisérleti rendszerben
vizsgaltuk a majban levd Ossejtek utddainak, az ovalis sejteknek a viselkedését.
Immunhisztokémiai és sejtizolaldsi modszerekkel megallapitottuk, hogy a csontveldi
dssejtekre jellemzd Thy-1/CD 90 antigén nem az ovalis sejteken, hanem a veliik szoros
kozelségben levé myofibroblastokon talalhat6. Ez az eredményiink 6sszhangban van azokkal
a friss irodalmi adatokkal, melyek megkérddjelezik az ovalis sejtek tomeges csontveldi
eredetét. Az ovalis sejtekben kimutathat6 volt viszont egy Gjabban leirt matrix molekulanak a
matrillin 2-nek a termelddése. Egy mésik ovalis sejtes markert a dlk-1-t immunhisztokémiai
modszerrel sikeriilt kimutatni tobb mint 30 human hepatoblasztoman. Ez az eredmény
megalapozhatja a dlk-1 hepatoblastoma markerként vald alkalmazasat a diagnosztikus
patoldgiaban masrészt aldtdmasztja ennek a ritka tumor Ossejteredétre vonatkozo
elképzeléseket.

Ugyanezen kisérleti rendszerrel eldidézett ovalis sejtek hepatocytakkd torténd
differencialodéasat lehetett felgyorsitani in vivo primer hepatocyta mitogénekkel valo
kezeléssel. A differencidlodas morfolégiai jelein kiviill a mitogénnel kezelt allatokban a
majfunkcio javuldsa laborvizsgalatokkal is igazolhatd volt. Amennyiben a primer hepatocyta
mitogének ilyen jellegli hatdsa mas kisérleti rendszerekben is igazolhat6, megfigyelésiink
megalapozhatja a majregeneracio klinikai befolyasolasanak ) megkozelitését.

Patkdnyokban Osszehasonlitottuk a parcidlis hepatectomiat kovetd regeneracié soran
zajlo szerkezeti valtozasokat az egyedfejlédés posztnatalis fazisaban zajlo torténésekkel. Mig
a hepatectomiat kovetd regenerativ valasz sordn a majszovet kizarolag a megmaradt
lebenykék novekedésével gyarapszik, a sziiletést kovetd majndvekedéshez a lebenykék
méretének valtozasan kiviil a lebenykék szaménak és a hepatocytak méretének fokozodasa is
hozzajarul.

(A vizsgalatokban résztvevd PhD hallgatok: Baghy Kornélia, dr. Dezs6 Katalin.)

Angiogenezis

Nem kissejtes tiidordkok (NSCLC) esetében vizsgaltuk a lymphangiogenezis
Osszefiiggését a prognozissal. 103 betegbdl szdrmazd mintan végeztiik el két nyirokérmarker,
Lyve-1 és podoplanin felhasznalasdval a nyirokerek morfometriai analizisét, valamint a
VEGF-C expresszio immunhisztokémiai vizsgalatat. A tumorokat két csoportra osztottuk. Az
egyik csoportba az ugynevezett angiogén tumorok keriiltek melyek invaziv novekedésiik
soran tiidészovet szerkezetét jelentdsen torzitottdk és a tumor szélén jelentds vérér képzddést
indukaltak. A masik csoportot a nem angiogén tumorok alkottak, melyek megtartottak a tiido
alveolaris szerkezetét, angiogenezis indukcidjat nem mutattdk, vérellatdsukat az inkorporalt
alveolusok biztositottdk. Normal tiidészovetben €és a nem angiogén csoportban két
nyirokérmarker eloszldsa megegyezett. Ezzel szemben az angiogén csoportban a tumorok



belsejében a nyirokerek Lyve-1 festddése jelentOsen csokkent. Ez utdbbi csoportban a
nyirokérdenzitds sokkal magasabb volt a tumor periféridjan mint a tumor belsejében, amely a
Osszefliggést mutatott a nyirokcsomod metasztazisok kialakuldsaval valamint a taléléssel. A
normal szovethez képest emelkedett VEGF-C expresszid viszont nem mutatott dsszefiiggést a
nyirokérdenzitdssal vagy a prognozissal, azonban szerepet jatszhat a tumorba belebelezett
nyirokerek talélésében.

Mikroglanduldris humén vastagbélrak (HT29) kisérletes majmetasztazisainak
novekedése sordn az invazios szélen a mirigyek egy része nyitott a majszovet felé, azaz
bazalis membran ¢€s a6 integrin nem figyelhet6 meg ebben a régidoban, azonban a tumor
differencialt allapota nem valtozik (epitelidlis-mezenchimalis dtmenet nem figyelhetd meg).
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metasztazis érhaldzatanak kialakulasahoz vezet.
(A vizsgalatokban résztvevé PhD hallgatok: Lasz16 Vikoéria)

Extracellularis matrix szerepe

A syndecan-1 molekula miikddésének megismerésére a fehérje deléciés mutansait
vektorba klonoztuk, és ezzel transzfektaltunk emldraksejteket. Azt talaltuk, hogy egy olyan
delécios konstrukcid hatdsara, amely az intracelluldris €s transzmembran domén mellett az
elsd négy extracellularis aminosavat is tartalmazta, az E-cadherin mennyisége lecsokkent, mig
a teljes fehérjét tultermeld transzfektansokban a kontroll szintjével azonos volt az E-cadherin
mennyisége. Ez arra utal, hogy a syndecan-1 intracellularis vagy transzmembran doménje az
extracellularis domén lehasadasat kovetden hatassal lehet az E-cadherin kifejezodésére. Az is
elképzelhetd, hogy ez a hatds a PDZ domén synteninen keresztiil jut érvényre. Figyelemre
mélt6 az is, hogy a syndecan-1 fokozza a Her2 fehérje expresszidjat. A tenyészté médiumban
a syndecan-1 ektodomén mennyisége nem fokozddott a transzfektdnsainkban, s6t aranyaiban
csokkent, ami ellene szol annak, hogy a malignitds fokozodasaért esetiinkben a syndecan-1
shedding lenne felelds. A szdvettenyészeti sejtek proliferacidos kapacitdsa nem valtozott a
transzfekcidt kdvetden, €s migracidjukban sem tudtunk eltérést kimutatni, mégis egérbe oltva
a syndecan-1 transzfektans tumorok ndvekedési iiteme fokozott volt, és ezt a képességiiket
atoltas utan is megtartottak.

(A vizsgalatokban résztvevd PhD hallgatok: Baghy Kornélia, Péterfia Balint, Tétrai
Péter.)
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