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A syndecan és decorin proteogliikanok koroki szerepének modellezése mdajbetegségekben.

A 4 éves kutatdsi projekt f6 célja az volt, hogy olyan modellrendszereket hozzunk létre,
melyek segitséget nyujtanak két proteoglikdn, az extracellularis decorin és a sejtfelszini
syndecan-1 majbetegségkben betdltott szerepének vizsgalatara. A vizsgalatokat az indokolta,
hogy emberi méjcirrhosisban és majrakban a két proteoglikdn viselkedése ellentmondasos
volt..

e A cirrhotikus méjakban a decorin expresszidja nagymértékben fokozodott, ami ellene
szolt annak a feltételezésnek, hogy a decorin véd a TGFbéta-1 fibrozist fokozo
hatasaval szemben. Cirrhosiban fokozodik a hepatocytdk syndecan expresszioja is.

e Cirrhosis nélkiili majrakokban a decorin €s a syndecan expresszioja csokken

e Cirrhosissal eléfordulé daganatokban a tumorszdvet bdségesen tartalmazott syndecant
¢és decorint.

Az utobbi két megfigyelés arra utal, hogy a cirrhosissal szovodott tumorok magas
proteoglikan expresszidja a fibrogenezissel €s nem a tumor kialakulésaval kapcsolatos.

Ezek mellett tovabb folytattuk azokat a vizsgéalatokat, melyek a proteoglikanok daganatokban
betoltott szerepét probaljak tisztazni.

Hérom modellrendszert dolgoztunk ki:

1. Cirrhosis és majrak 1étrehozéasa és decorin -/-, TGFbétal +/- és decorin -/-, TGFbétal +/-
kettds transzgén egereken.

2. Syndecan-1 transzgén egér létrehozéasa albumin promoteres vektorral, mely csak a majban
termeli fokozottan a syndecan-1-et. Cirrhosis és majrak 1étrehozasa.

3. A syndecan-1 fehérje és csonkolt mutansaival transzfektalt hepatdma vonalak a syndecan-
1 bioldgiai hatdsdnak tanulmanyozésara.

4. A véazolt modellek mellett folyamatosan vizsgaltuk, hogy mdas hepardnszulfat
proteoglikdnok expresszidja hogyan valtozik majrakokban és azt is hogy hogyan valtozik a
syndecan expresszioja a szajiiregi rakokban.



I. Cirrhosis és majrak indukcidja transzgén egerekben.

A kotészovet felszaporodas szamos kronikus betegség jellegzetes vondsa. A kialakulo
fibrozis a szovetek pusztulasat idézi eld. E betegség talajan lényegesen megnovekszik a
majrak kialakuldsanak valosziniisége is. A fibrogenezis gatlasa ezekben az esetekben a
betegség kezelésének meghatarozo tényezdje lehetne. Ismereteink szerint a kotdszovet
felhalmozddas {6 stimuldtora a TGF-B1, ezért szamos kutatas célja e molekula semlegesitése.
A dekorin egy kis ECM proteoglikdn, mely két ponton is szabdlyozza a kotdszovet
vitro koti €és hatastalanitja a TGF-B1-et. A karcinogenezis folyamata soran a dekorint, mint
tumorszuppresszort irtak le, mig a TGF-B1 promdter és védd szerepet egyarant betdlthet.
Vesefibrozisban a dekorin védd hatdsat bizonyitani tudtak. Kordbbi vizsgélataink alapjan
azonban 1ugy tlnik, hogy majcirrhosis esetén a dekorin nem rendelkezik ezzel a
tulajdonsaggal. A kérdés eldontésére allatmodellt hoztunk 1étre.

Egértorzsek kialakitasa:

1. Decorin knock out egerek (dec’): Dr. Renato V. lozzo urtél (Department of
Pathology, Anatomy and Cell Biology, Thomas Jefferson University, Philadelphia,
PA, USA) 4 db C57Bl6 heterozigota decorin ko egér érkezett hozzank. Ebbol
homozigota ko torzs keriilt kialakitasra.

2. TGF-B1 transzgén egerek (TGF-81"): E BCBA abl/TGF-B1 torzset eredetileg Snorri
S. Thorgeirsson ¢és munkatarsai hoztdk létre. (Laboratory of Experiental
Carcinogenesis, Center for Cancer Research, (National Cancer Institute, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Az egerekben az aktiv sertés TGF-B1
transzgént albumin promoter mogé klonoztak, igy taltermelése a majra korlatozodik.
A transzgén az Y kromoszoman talalhato, igy kisérleteinkben csak him egyedeket
hasznalunk. A torzs intézetiinkben dr. Nagy Péter révén rendelkezésiinkre allt.

3. Kettos transzgén egerek (dec’/TGF-817): a fent emlitett két torzs keresztezésébdl
alakitottuk ki kettds transzgén egereinket, melyek az inaktiv decorin gén mellett a
TGF-B1 transzgént is hordozzak.

Az egerek génstatuszat farokbdl izolalt DNS PCR vizsgélatdval hatdrozzuk meg. Az ezt
kovetd gélelektroforézis képén jol elkiilonithetd az egyes egyedek genotipusa. (1. abra.)
Homozigdta decorin ko egerek esetén csak 238 bp-nal, vad tipus esetén csak 161 bp-nal,
heterozigdta allatoknal mindkét helyen kapunk terméket. (1./A. dbra). TGF-81 transzgén
allatokban 380 bp-nal kapunk terméket.
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1. abra. Az egerek genotipus meghatarozasara késziilt gélelektroforézis.
A: Decorin PCR termékek. , B: TGF-1 PCR termékek.



Kontroll csoportok vizsgalata:
Kiilso megjelenés:

2. dbra. A dec”” és dec’/TGF-
B1" egerek kiilsé megjelenése.
Jellemz6 a nagy kiterjedésti
szOrhianyos terliletek
megjelenése.

3. 4bra. A Db6rbol késziilt

félvékony metszetek
mikroszképos felvételei.
(fénymikroszkop, 40X

nagyitds). Az  epidermisz
egyetlen sejtsorbol  all, a
sz6rszal beletorik a tiiszébe.

4. abra. Az allatok borébol
késziilt transzmisszios
elektronmikroszkopos
felvételek. 180—szoros nagyitas.
A: vad tipus: a kollagén rostok
atméréje egyenletes B: KO
tipus: hatalmas
(korok), és igen kis atméroji
rostok (nyilak) egyarant
megtalalhatoak.

5. abra. Az egyedek majabol
késziilt metszetek. A.: HE festett
metszetek.  Fénymikroszkopos
felvételek. A/1: dec”™ 20X; A/2:
dec”/TGF-B1" majmetszet 10X .
B.:PS festés
méjmetszeteken. Fénymikroszko
pos felvétel 10X nagyitas. B/1:
dec” tipus, B/2: dec’/TGF-B1"
tipus, ahol spontan fibrozis
lathato.



Dec” /TGF- 6. abra. A genetikai modositasok
fehérje szinten vald vizsgélata
immunhisztokémiaval (fluoreszcens
mikroszkop).

A: Decorin  immunhisztokémia
(10X). Csak a vad tipus esetén
pozitiv a reakcid. Inaktiv gén esetén
nincs fehérjetermék.

B: TGF-8 immunhisztokémia
(100X). Az overexpresszald kettds
transzgén egerekben joval erésebb a
reakci6, mint a transzgént nem
hozdozo egyedekben.

Dec’ /TGF-

Fibrogenezis és regeneracio:

Az allatok ivovizéhez 150 mg/l-es végkoncentracidban tioacetamidot (TA) adagolunk 4 hetes
koruktol kezdve. A betegség eldrehaladtat 1, 2, 3, 4 és 7 honap kezelés utan vizsgaltuk,
minden idépontban az 5 genotipusbdl 3-3 biologiai parhuzamossal. A gyogyulasi folyamat
detektalasdhoz az allatokat 4 honapig kezeltiik, majd a TA elhagyasa utan 1, 2, 3 és 4
honappal vizsgaltuk a betegség regresszidjat.

Hepatokarcinogenezis:

Mind cirrhotikus majban, mind nem-cirrhotikus majban vizsgaltuk a hepatokarcinogenezis
folyamatat. El6bbinél 7 hénapig alkalmaztuk a TA kezelést. A nem-cirrhotikus majban
torténd tumorképzddés dietil-nitrézaminnal (DEN) indukéltuk. Az allatokat 15 napos

majd 9 honap mulva vizsgaltuk az allatok majat.

Eddigi eredmények:

1. Fibrogenezis és regeneracio:

A Dbetegség nyomon kovetése sordn a kotOszovet felszaporodasat fehérjeszinten

morfometriaval, immunhisztokémidval, Génexpresszidés szinten real-time RT-PCR-rel,
fehérje-degradacio szempontjabol pedig zselatindz-teszttel vizsgaltuk.



A. A morfometria eredményei:
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7. ébra. Fibrogenezis. A
betegség a vad, dec-/-,
TGFB1+, dec-/-/TGF-B1+
sorrendben stlyosbodott. A
legsulyosabb fibrozist a dec-
/-/TGF-B1+ maéjakban
taldltunk. A vad tipusu és
TGF-B1+ csoportokban mar 4
hénap utan a kezelés ellenére
gyogyulas tapasztalhatd, mig
a két decorin KO torzsben
tovabbra is igen magas a
kotészovet mennyisége. A
legsulyosabb  fibrozist 7
hénap utan a dec-/-/TGF-B1+
csoportban figyelheté meg.

8. ébra. Regeneracid. A TGF-
B1+ és kontroll mintakban
mar 4 hénap utdn gyogyulas
figyelhet6 meg, majd 1
hénappal a kezelés
abbahagyasa utan tovabbi
csokkenés tapasztalhatd. A
dec-/- és dec-/-/TGF-
B1+csoportban a gyogyulas
nem olyan kifejezett, és még
4 hoénap utdn is magas a
kotdszovet mennyisége a
kontrollhoz képest

B. A matrixfehérjék degradicidjanak vizsgalata (zselatinaz-teszt):

Mivel az aktudlis kotészovet mennyiségét nemcsak a fehérjék képzdédése, hanem a
lebomlasuk sebessége is befolyasolja, elvégeztiik a matrix-metalloproteindz (MMP) 2 ¢és 9
aktivitasanak vizsgalatat.
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9. abra. Zselatinaz-teszt. A vizsgalat
soran megfigyeltiik, hogy a TGF-B1+
csoportban 3 honap kezelés utan az
MMP-9 csokkent mennyiségben van
jelen a tdbbi csoporthoz képest. 4
hénap utdn mind a vad tipusban mind
a TGF-B1+ csoportban megfordult az
MMP-k aranya, az MMP-9 javara. Az
MMP ,switch” a dec-/- mintakban is
megfigyelhetd, de ellentétes iranyban.
A dec-/-/TGF-B1+ majakban er6s
csokkenés figyelheté meg az ¢el6z6
hoénaphoz képest. A kezelés utan 1
hénappal a decorin génnel rendelkez6
csoportokban gyengébb, mig a két KO
torzsnél erdsebb jelet tapasztaltunk.
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A kollagén 1, III, és IV mennyisége a dec-/-/TGF-B1+ kontroll csoportban a spontan fibrozis
miatt magasabb volt a tobbi genotipushoz képest. Kevesebb fibronectin lathatdo a dec-/-
kontroll csoportban. Kezelés hatasara e fehérjék mennyiségi ndvekedése tiikkrozte a
morfometria eredményét, egyediill a fibronectin mennyisége nem valtozott (1-1 képpel
illusztralva). A decorin gént tartalmazé csoportokban e fehérje mennyisége tobb a TGF-f1+
egyedekben, mint a vad tipustiakban. (Fluoreszcens mikroszkop 10X).

D. A real-time RT PCR eredményei
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11. abra. A fibrogenezis soran mért
kollagén I, III, IV génexpressziok.
Magasabb  kollagén  expressziot
tapasztaltunk a kezeletlen TGF-B1+
és dec-/-/TGF-B1+ egereknél, amit
a spontan fibrozis okoz. 1 hoénap
kezelés utan a dec-/- és TGF-B1+
mintakban ugrasszerlien megnott
mindhdrom  vizsgalt  kollagén
expresszidja. A kollagén 1 és IV
esettben a TGF-B1+ majakban
mértiink magasabb  értékeket. 2
hénap utdn az expresszio-értékek
tovabb  novekedtek, mindharom
matrixfehérjénél a dec-/- mintakban
mutattak a legmagasabb értéket. 3 és
4 honap utan  folyamatosan
csokkend expressziot mértiink. A
dec-/-/TGF-B1+  mintdkban 1-4
hénap utan is a kontrollhoz képest
igen alacsony értékeket mértiink. 7
hénap utan a dec-/- és dec-/-/TGF-
B1+ mintdkban ismét novekedés
tapasztalhato.
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12. abra. A regeneracid6 soran mért
kollagén 1, III, IV génexpressziok. 4
hoénapig tartd kezelés utan 1 honappal a
TGF-B1 transzgén egereknél (csak ugy,
Kontroll A4 TA4H TA4#2 mint a vad tipustiaknal) csokkenés

tapasztalhatd a kollagén I

expresszidjaban, mig a két decorin KO

torzsnél tovabbi emelkedés jelentkezett.

A TGF-B1+ csoportnal 2 hénap utan az
@ DeckO s o e .
& TGFb1 expresszios értékek koriilbeliil
O Kettés megegyeznek a  kontrollndl — mért
értékekkel. A dec-/-csoportban erds
csokkenés figyelhetd meg mindharom
kollagén esetében, mig a dec-/-/TGF-B1+
mintadkban a kollagén I expresszié nem

Kollagén 3

0,
[N

1,91

ki Il TA4 TA 4+1 TA 4+2
ontre Kolagind " " valtozott, a kollagén III-¢ csokkent, a
@ DeckO kollagén IV mRNS mennyisége pedig
2 . BTGP jelentésen megemelkedett.

O Kettds

kontroll TA4 TA 4+1 TA 4+2

2. Hepatokarcinogenezis:

Az o6tféle kiilonboz6 genotipustt csoportban megvizsgaltuk az egyes csoportokon beliil azon
egyedek ardnyat, melyekben makroszkopikus tumorok alakultak ki. Immunhiszokémidval
néhany, a decorin és a TGF-B1 jelatvitelében fontos fehérje mennyiségét illetve lokalizaciojat
mutattuk ki. A kétféle karcinogénnel indukalt tumorok a genotipustol fiiggetlentil is eltérnek
morfologiailag.

13. ébra. A TA és DEN indukalt tumorok kozott megfigyelt kiilonbségek. (F: fokusz, T: tumor, nyilak: tumor
hatara, *: azonos erek lumene)

A.

B.

C.

TA indukalt tumor (HE festés). A tumorsejtek gazdag citoplazmajuak viszonylag kis maggal, és
erdsen eozinofilok.
DEN indukalt tumor. A tumorsejtekre magas nukleusz/citoplazma arany és bazofil festddés
jellemzd.
és D. PS festések. A TA-indukalt tumorokra (C) jellemz6 a kotdszovetes tok, mi nem-cirrotikus
majban ez ritkan fordul eld.

é¢s F. A DEN-kezelt majakban a tumorsejtekbdl allo6 fokuszok gyakran az erekben
lumenében jelennek meg.



A. TA-indukalt hepatokarcinogenezis:
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14. abra. 7 honap TA kezelés utan a dec-/- csoportban volt a legtobb egyed, amiben makroszkopos
tumorok alakultak ki, és ezekben volt a legmagasabb az egy majra es6 atlagos tumorszam is. A kontroll és
TGF-B1+ csoportok kdzott nem volt kiilonbség, mig a kettds transzgén allatokban valamivel magasabb
volt mind a két érték a kontrollhoz képest.
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15. abra. Immunhisztokémia.
A. Aktiv ERK1/ERK2 detektalasa TA indukalt tumorokban. A pozitivitas a TGFB1+, vad, dec-/-
/TGFB1+ és dec-/- sorrendben erdsddik. A decorin gén hidnya er6sddo pozitivitast okoz.

B. Aktiv p38 immunhisztokémia. Az intenzitds a vad, TGFB1+, dec-/-/TGFB1+, dec-/- sorrendben

er6sodik. A decorin gén megléte okoz erds pozitivitast.

B. DEN-indukalt hepatokarcinogenezis:
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16. abra. DEN oltasa utan 9 honappal a TGFB1+ csoportban volt a legstlyosabb a betegség, bar a BCBA
alaptorzs eleve érzékenyebbnek bizonyult. A BL6 vonalon a betegség sulyossaga a vad, dec-/-, dec-/-

/TGFB1+ sorrendben nott.




DEN
17. abra. Majtomeg/testtdmeg arany a két BCBA

144 alapi  torzsnél. BCBA  egérvonal eleve
érzékenyebbnek  bizonyult. A sulyosabb
megbetegedés azonban mindenképpen

kapcsolhatd a novekedési faktor tultermeléséhez,
ahogy azt a nagyobb majtdomeg mutatja a BCBA
alaptdrzshoz képest.

majt./testt.%

BCBA TGFR1

18. &dbra. Immunhisztokémia.

A. Aktiv ERK1/ERK?2 detektalasa DEN indukalt tumorokban. A pozitivitas a dec-/-/TGF-B1+, TGF-B1+.
vad, dec-/- sorrendben erdsodik. A novekedési faktor taltermelése az inaktiv ERK mintdzatdhoz hasonlit.
B. Aktiv p38 immunhisztokémia. A jel eréssége a TA-indukalt tumoroknal megfigyelt sorrend
ellenkezdjét mutatja. A pozitivitas erésebb a decorin génnel nem rendelkezd tumorokban.

19. abra. Az inaktiv ERK1/ERK2 immunhisztokémia.

Nem tapasztaltunk kiilonbséget sem az egyes genotipusok, sem a kiilonboz6 eredetii tumorok kozott.
A. cirrhotikus majban a kotszoveti sejtek, a fibroblasztok és endotél sejtek pozitivak.
B. ¢és C. TA és DEN indukalt tumorok esetében a tumorsejtek pozitivak.

Megbeszélés:

Az egértorzseink eltérden reagaltak a kezelésekre attol fiiggéen mennyi decorin illetve TGF-
B1 fehérjét termel a szervezetiik. A kezelés elsé két honapja utdn a fibrozis stlyossaga a vad,
dec-/-, TGF-B1+ és dec-/-/TGF-B1+ sorrendben ndvekedett, melyet morfometriai és
immunhisztokémiai vizsgalataink tdmasztanak alad. A kollagén I, III, IV mRNS mennyiségi
valtozasait real-time RT-PCR segitségével vizsgaltuk. Erdekes, hogy a kollagén mRNS-
szintek nem egyeznek a fehérje szinten mért mennyiségekkel. Erre az egyik lehetséges
magyarazat, hogy a fokozott fehérje-termelés miatt ,,elhasznaljak” az mRNS készletiiket.
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Mivel a fehérjék mennyiségét a transzkripcios aktivitdson kiviil egyéb tényezok, pl. a
degradécio befolyasolhatja, igy a matrixbonté enzimek (MMP9 és MMP2) aktivitasat is
vizsgaltuk zselatinaz-teszttel. Ebben szintén adodtak kiilonbségek az egyes genotipusok
kozott. 7 honap kezelést kovetden a betegség a vad, TGF-Bl1+, dec-/-, dec-/-/TGF-f1+
sorrendben sulyosbodott. A betegség gyogyulasa soran a decorin hidnya késleltette a
regeneracid folyamatat. A decorin génnel rendelkezd csoportokban ugy tlinik a betegség
visszahtizodik, ennek hatterérél egyelére nincsenek adataink. Az, hogy a decorin mennyisége
a novekedési faktor hatasara fokozodott a fibrogenezis soran TGF-B1+ allatokban a vad
tipussal dsszehasonlitva az a két fehérje kapcsolatat bizonyitja. A decorin hianya énmagéaban
is sulyosbitotta a fibrézis kialakuldsat a knock out allatokban. Mindezek az eredmények arra
utalnak, hogy a decorinnak fontos szerepe van a maj fibrogenezisében illetve gyogyulasi
folyamatban is.

A karcinogenezis soran teljesen eltéré eredményeket kaptunk az alkalmazott karcinogéntol és
az egerek genetikai hatterétdl fiiggden. A cirrhotikus mdjakban kialakuld karcinogenezis
soran a legtdbb tumort a Dec-/- allatokban figyeltilk meg, mig a TGF-B1+ egerek a DEN
indukalt karcinogenezisre bizonyultak érzékenyebbnek. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az
alkalmazott karcinogéntdl fiiggden a tumorigenezisnek mar az elsé 1épésektdl kiilonbdznie
kell. A vizsgalt aktiv jelatviteli molekulak mennyiségében és lokalizacidjdban is tapasztaltunk
kiilonbségeket a genetikai hattértdl és a tumor tipusatol fliggden.

Eredményeink szerint mind a decorinnak, mind a TGF-B1-nek igen fontos szerepe van a
hepatokarcinogenezis soran, de szerepiik erdsen fiigg az alkalmazott karcinogéntdl. Azonban
a mogottes mechanizmusok jobb megértéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

II: Majban kifejezod6 Syndecan-1 transzgén egér létrehozasa

Ezt a munkat a KOKI transzgén laboratoriuma vallalta.
2006 végén két transzgenikus vonalban sikeriilt a human syndecan-1 1kb méretii messenger
RNS-¢ét kimutatni.

#2 #15 #18 #2 _#15 _#18 1. abra. Human szindekan-1

‘ ‘ mRNS kimutatasa a
transzgenikus vonalakban.
r . A: RNS gél etidium bromiddal
festett képe.
B: Northern hibridizacio P**-vel
L o jelélt  human  szindekan-1

<3 probaval.
-

A B

Sajnos ezek koziil csak az egyik vonal #15 bizonyult szaporodoképesnek.

Annak igazolasat, hogy az egérmajak a human fehérjét is termelik mar sajat
laboratériumunkban végeztiik..

A vizsgalatok sordn szembetaldltuk magunkat azzal a nehézséggel, hogy a human syndecan-1
extracellularis doménjét felismerd ellenanyagot egérben termelték, ezért a masodlagos anti-
egér ellenanyag diffizan reagélt az egér majjal.

fgy sem immunhisztokémiaval, sem ELISA-val, sem Western blottal nem jutottunk
informacidhoz. A poliklonalis anti syndecan ellenanyag felismeri az egér syndecan-1-et is
tehat ez sem haszndlhatd. Szamos megkdzelitéssel proalkoztunk a probléma kikiiszobolésére,
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ezért a .zarojelentés végéig nem sikeriilt kisérletekre alkalmas allatokhoz jutnunk. Jelenleg a
munka ott tart, hogy immuncitokémidval sikeriilt igazolnunk a humén syndecan-1 fehérje
jelenlétét az egerek majaban és megkezdtiik a méjakbol a proteoglikén izolalasat Western-blot
vizsgalathoz. Természetesen a kisérletet szdndékunkban all elvégezni, amennyiben a Western
blot megerdsiti a human fehérje jelenlétét a majban.

I11. A syndecan-1 fehérje és csonkolt mutansaival transzfektalt hepatoma
vonalak kialakitasa a syndecan-1 bioldgiai hatasanak tanulmanyozasara.

Plazmidkonstrukciok létrehozasa

N-term.

128 LL SPVDQGATGASQGLLDRKE

full R DRKE

szignalpeptid
EGFP

Tobb  plazmidkonstrukciot hoztunk 1étre EGFP  expresszids vektorba épitett cDNS
fragmentumokkal. Ezek szerkezete lathato a ..abran.

Plazmidkonstrukcioink sejtbe juttatdsdhoz két kiilonbozd transzfektald rendszert
alkalmaztunk. A hepatoma vonalak EGFP konstrukciokkal torténd transzfektalasahoz az
Effectene ( Qiagen) rendszer bizonyult a leghatdsosabbnak, melynek metodikajat sikeriilt ugy
beallitani, hogy konstrukcioktol fiiggéen 10-80 % hatdkonysagot értiink el. A FuGene6
rendszer (Roche) kb. 5-10 % transzfekciot eredményezett.

A fullHS1.pEGFP konstrukcional a transzfektalds hatdkonysaga 70%-os, a csonkolt
verzioknal 30%-os volt. Az tires pEGFP vektorral 80%-os transzfektalast értlink el, hasonlo
eredményt kaptunk az RMKKK.pEGFP konstrukcid esetén.

Stabil transzfektansok kialakitasa

A pEGFP plazmidban taldlhato G418 rezisztenciagén nyoman stabilan transzfektalt
sejtvonalakat alakitottunk geneticin 350 ng/ml - 800ng/ml emelkedd dozis hozzaadasaval. A
stabil transzfekcio soran az egyenletesen és intenziven zold klonokat szaporitottuk tovabb,
részben ugy, hogy ezeket a tenyésztdedényrdl felszedtiik, részben pedig dramlési citométer
segitségével valasztottuk el (szortereztiik).
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A vektorok altal kddolt fehérjék lokalizacidja

l.abra: A syndecan-1 full és 78-as konstrukcio kifejez6dése az EGFP fluoreszcencia alapjan. Bal
oldalon az atmeneti, job oldalon a stabil transzfektansok képe.

A HepG2 ¢és Hep3B sejtekben a vektorok altal kodolt fehérjék lokalizacioja teljesen
azonos volt. Az iires EGFP vektor hasznalatakor a zdld fluorescens fehérje diffizan volt
megtalalhato a sejtekben. A full és a 78-as exportszignallal rendelkezd konstrukciok termékei
a Golgi apparatusban ¢és a sejtfelszinen jelentek meg, a vartnak megfelelden, tehat a vélt
exportald szignal szekvencia valdban miikodik. Ugyanakkor a 77 konstrukciordl atirt fehérje
intracitoplazmatikus lokalizacioban maradt. A sejtfelszini expresszid kiilondsen a sejtek
Osszefekvd felszinein volt kifejezett. Ez a lokalizacid teljes mértékben megfelel a vad
syndecan-1 lokalizaciojanak (1.abra).

A tartés transzfektansok tulajdonsagai

Gyakorlatilag minden konstrukcionkkal sikeriilt tartds transzfektansokat kialakitani. Ez
anndl inkabb bir jelentdséggel, mivel ismereteink szerint funkcionald kiméra syndecant eddig
senkinek sem sikeriilt létrehozni. A thltermeltetett syndecan-1 fehérje az extracellularis
domént felismerd monoklonalis ellenanyaggal vizsgdlva megdrizte antigenitasat .

Szérumfiiggés

A 77-es transzfektansok szérumfliggése véltozatlan maradt.
A full és a 78-as exportszignallal rendelkezd konstrukcidt tartalmazo stabil transzfektansok
szaporodasa a vad tipusu sejtek igényének megfeleld, 10 % FBS jelenlétében gyakorlatilag

“y ey

utemben nottek. KésObbiekben a full transzfektans novekedése mar csak 50 nM
hydrokortizon, 1 mM natrium-piruvat és 20 pg/ml inzulin hozzaadasaval volt biztosithato.
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Sejtciklus paraméterek és a ndvekedési litem valtozasa

Mindkét hepatoma vonal esetében a 77 konstrukcid novelte, a 78 konstrukcio
csokkentette az S fazis aranyat. A differencidlt szigetekben alig talaltunk sejtoszlast. A
HepG2 és Hep3B 78 transzfektdnsokban a novekedés iiteme a felére csokkent (2. abra).

SRB (rel.OD)
N

—e—Hep3B .

o
w
|

—— 128 HS1 A

o
3

—e—Hep3B
77HS1.pSIGFP /
Hep3B 78HS1 /

o
N

78HS1.pSIGFP

-

o

abszorbancia (A
= =
-~ O
I\\\
L
\IX

0’%7 i

Full HS1 e o

0 24 48 72 idé (h) 0

A novekedési gorbékkel jol Osszhangban volt a sejtvonalak hematoxilin-eozinnal
festett morfologiai képe, ahol a HepG2 78 vonalban differencialt szigetekben, mig a Hep3B
78 vonalakban diffuzan lecsokkent az o0sztddd sejtek ardnya.  Ugyanakkor, a 78
konstrukcioval transzfektalt tenyészetekben differencidlodas jeleit észleltiik

crer

Hasonloképpen valtozatlan maradt a 77 konstrukcio a transzfekcio utan.. (3. abra).

3.4bra: A HepG2 78-as transzfektans morfologiai valtozasa és differenciacios markerek a 78-as
vonalakban. A jobb alsod képen lathatd, hogy a vad tipust sejt negativ az albuminra, de negativnak izonyult a
tobbi markerre is.
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Hep3B 78 Hep3B 78

albumin asyaloglycoprotein Claudin-1

A Hep3B esetén a jelenség diffiz volt, az eredeti tumorra jellemzd orsdszerd,
szarkomatdzus sejtalakok eltiintek . A differencialédas megjelenése elétt 1-2 nappal az EGFP-
vel fuzionalt syndecan fehérje expresszigja a kdrnyezethez képest megemelkedett.

Differencidcios markerek megjelenése

Albumin megjelenése

A két hepatoma vonal az alkalmazott tenyésztési koriilmények kozott nem termel
albumint. A 78 konstrukcioval létrehozott stabil transzfektansokban az albumintermelés a
morfologiai valtozasokon atesett sejtekben megindult. Erdekes jelenséget tapasztaltunk, a
Hep3B esetén az albumintermelés mar a 77HS1 stabil transzfektansokban is megjelent, bar
joval kisebb mértékben.

Aszialoglikoprotein receptor-1 megjelenése

A receptor majspecifikus. A vad tipusi hepatomdkban nem tudtuk kimutatni a 78
transzfektansok felszinén viszont megjelent a fehérje.

Két tight junction fehérje a claudin-1 és claudin-7 megjelenése.

A claudin csalad 3 tgjat az 1, 4, és 7 claudint vizsgaltuk. Ezek koziil egyik sem talalhat6 a vad
sejtekben és az EGFP transzfektansokban. A 78-as vonalakban az claudin 1 és 7 fehérje Gjra
megjelent.

Endogén syndecan-1 expressziojanak megemelkedése
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A HepG2 sejtvonal vad tipusa termel syndecan-1-et, a Hep3B vad tipusa nem. A
csonkolt syndecan-1-et tartalmaz6 78 konstrukci6 hatasara a HepG2 sejtvonalban a syndecan-
1 expresszid jelentésen fokozodott, a Hep3B sejtvonalban pedig megjelent. Ezt fluoreszcens
immuncitokémiai modszerrel ellendriztiik, ahol az alkalmazott elsddleges ellenanyag a
syndecan-1 extracellularis BB4 epitopja ellen termeltetett, amit a bejuttatott fuzidés syndecan
nem tartalmazott, igy a kapott jel csakis az endogén syndecan-1 megndvekedett mennyiségét

mutatja (4. dbra)
4.abra. A HepG2 EGFP kifejezi, a Hep3B EGFP nem a syndecan-1-et. Elobbiben fokozodik,
utobbiban megjeleni a fehérje a 78-as konstrukcioval tortént transzfekcidt kovetden.

A jelenség real-time PCR ¢és syndecan-1 ELISA vizsgélatokkal is aldtdmaszthatd volt

Syndecan-1 immuncitokémia

HepG2 EGFP HepG2 78

Hep3B EGFP
I3
(5.4bra).
Hop3B seity o . Hep3B RT-P(':R eredr?ény'ek: Syndeca.n-1 !C ésEC
ey W doméneket kédolé RNS-ek aranyai
O sejtlizatum
) d 1800 Intracell 15,83
16,9
. O medium 1jf E 14’ 8 Extracell 13,29
B 00T —
5 100 % 12,00 -
E 8,0 7| 3 00
= S 800
§ 60 £
£ % 6,00 4,07 4,2t
g 40 4,00 1 B
& 1010 1112 0910 2 4 100100 v
2,0 —H0 s 200 b
PO e s s | 000 ‘ : ‘ !
e ol e e EGFP Ful 78sig 7sig

S5.abra: Real-time PCR és syndecan-1 Elisa a syndecan-1 expresszidjanak vizsgalatara. Felting, hogy a
csonkolt 78-as konstrukcioban  fokozodik az endogén syndecan mennyisége, mivel az ellenanyag az
extracellularis doménjét ismeri fel.

A sejtszabalyozas valtozdsa

A syndecan-1-gyel kapcsolatos jelatviteli utak feltarasa sok molekulacsoportnak volt eddig is
célpontja. Ezek kozott eddig a MAPK utvonalak és a syndecan-1 shedding kapcsolata
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emelhetd ki. Mi ezek mellett vizsgaltuk a Creb, NFkB pSmad?2 és az Ets-1 traszkripcios faktor
expressziojat.

Eredményeink arra utalnak, hogy a két hepatoma sejtvonalban ezek a jelatviteli utak
nem azonos modon valtoztak meg. A Hep G2 esetén a sejtmagi frakcioban 78-as
transzfektansban a foszforilalt Creb mennyiségének emelkedése szembeo6tld, és minden
transzfektansban fokozodik a foszforilalt 44-42 ERK és p38 MAPK, a Hep3 B esetén a 78-as
vonalban a foszforilalt 44-42 ERK, a p38 MAPK ¢és a pSmad?2 expresszidja fokozodik.

6.4abra : Jelatviteli fehérjék sejtmagi frakcioinak valtozasa a syndecan-1 transzfektansokban

A vad tipusu hepatoma vonalakban és az EGFP transzfektdnsokban az Ets-1
transzkripcids faktor intenziv sejtmagi reakciét ad. A 78HS konstrukcidval stabilan

o — e ; Creb
— - — o — s DCreb

e s s DETEK

- nFkB
! : pSmad

GFPfull 77 78 GFP 77 78

transzfektalt hepatoma vonalakban az Ets-1 expresszio jelentdsen csokken, vagy eltinik. A
Ets 1 eltinését az altala szabalyozott matrilysin proteaz mennyiségének és aktivitdsanak
csokkenése kiséri (7.abra).

A syndecan-1 vedlése (shedding)

A shedding szerepét egyre inkdbb hangsulyozzak kiilonb6zd bioldgiai folyamatokban.
Tumorok esetében fokozddasa altalaban a daganat invazivitasaval kapcsolhato Gssze.
Hepatoma modelliinkben mind a 78 sig mind a full transzfektans esetén csokkent a syndecan-
1 extracellularis doménjének lehasadasa. A jelenség magyarazatara tanulmanyoztuk a
sejtfelszinhez kotott MMP7 (matrilysin) expresszidjat és aktivitasat, mivel errdl a proteazrol
koztudott, hogy szerepet jatszik a syndecan-1 lehasitasaban.

Feltételezéseinknek megfeleléen a matrilysin mennyisége ¢és aktivitdsa csokkent, ez
legkifejezettebben a 78sig transzfektans esetén volt megfigyelhetd (8.abra).
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HepG2 EGFP HepG2 78sig

-  — _
GFP Tsig full 7asig

7.abra: Az Ets-1 protoonkogén expresszidjanak csokkenése a sejtmagban immuncitokémiaval. A Western blot
megerdsitette az eredményt.

8.abra: Matrilysin immuncitokémia: a:EGFP, b:full, c:77, d:78-as transzfektans. Utobbiban szinte alig lehet
reakciot latni. A mintakbol késziilt zymogrammon latni, hogy az enzim aktivitasa csokkent.

18



Az Ets-1 mRNS mikroRNS-el torténo gatlasanak hatdasai a HepG2 hepatoma
transzfektansokra.
Mivel vizsgalatain egyértelmiien arra utaltak, hogy az Ets-1 traszkripcios faktor

mennyiségének csokkenése fontos szerepet jatszik a 78-as transzfektansokban leirt
valtozasokban, Ets-1 mikroRNS konstrukciokat hoztunk 1étre és ezekkel transzfektaltuk a

Ets-1 mikroRNS

y
AMAVCGCUGAT  GUGUAGDCTL!

TGCTG —
CCTG ——¢C
l Annellalas

e Transzfektalas
TGCTG aTce

1Lméms I

HepG2 sejteket. Az Ets-1 két régidjarol terveztiink oligonukleotidot, ezeket kiilon-kiilon és
kombindlva is bejuttattuk a sejtekbe. A transzfekcio eredményességét a GFP fluoreszcencidja
mutatta. A transzfektansokat ezt kdvetden Blaszticidin antibiotikummal és a GFP
fluoreszcencia intenzitasa alapjan is szelektaltuk.

Ezt kdvetdnen vizsgaltuk az ETS-1 és a syndecan-1 mRNS ¢és fehérje expresszigjat (9-
10.4bra)

J62+641

B

9. abra: A: az Ets-1 mikroRNS hatéasa az Ets-fehérje expresszidjara. Lathatd, hogy a sejtek magjaban
jelentésen csokken a pozitivitas.B: Ezzel egyidejiileg a syndecan-1 fehérje is csokken a mikroRNS-el
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transzfektalt sejtekben. A B panel also abrajan az lathato, hogy az er6sen EGFP pozitiv sejtekben, ami a
mikroRNS mennyiségével aranyos, egyaltalan nincs syndecan-1 fehérje.

Az Ets-1 relativ mennyisége RT-PCR- Asyndecan-1 relativ mennyisége RT-PCR-
rel rel
12 14
1 1,2
0,8 — T 14
0,8
0,6 — !
—— 06 L
0,4 — 1
X 0,4 T
0,2 +— 0,2 +— -
: ; g N s O
HepG2 LacZ HepG2 362 Ets- HepG2 641 Ets-  HepG2 HepG2 LacZ  HepG2 362 Ets- HepG2 641 Ets- HepG2
1 mRNAi 1 miRNAi 362+641 Ets-1 1 miRNAi 1 mRNA 362+641 Ets-1
mRNAI miRNA
A B

10. abra: Real-time PCR-el hataroztuk meg az Ets-1 és syndecan-1 mRNS mennyiségét. Lathatd, hogy az
mindkét esetben csokken, de a kisérlet megismétlését tervezziik a kettds transzfektansnal észlelt
ellentmondas miatt.

HepG2 Ets-1 miRNS névekedési gorbe

18 1 g Lacz

1,6 1 cmlliome 362
14 641
362+641

1.2 +

ABS (570nm)

Oh 24h 48h 72h 9h
t (h)

11. abra: Az Ets-1 mikroRNS-el stabilan transzfektalt vonalak névekedési gorbéje. Itt tigy tlinik a 362-es
transzfektans ndvekedési liteme nem csokkent. A kisérlet megismétlése folyamatban van.

Kovetkeztetések:

A hepatémdkon végzett vizsgalataink szerint a syndecan-1 csonkolt varidnsaval, mely
megfelel annak a syndecan darabnak, ami a shedding utdn a sejten marad, a tumorok
differencidcioja idézhetd eld. A hatdsban kdzponti szerepe van az Ets-1 protoonkogén
inaktivacidjanak, €s az altala szabalyozott matrilysin (MMP7) fehérje csokkenésének.

A syndecan-1 ¢és az Ets-1 kapcsolata egy negativ feed-back viszony, az Ets-1 pozitivan hat a

syndecan expressziora, annak magas szintje, viszont csdkkenti az Ets-1 fehérje mennyiségét.
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A rendszerben kétséget kizardan érintett a MAPK a Creb, NFkB és SMAD rendszer, azonban
ezek jelentdsége a két hepatoma sejtvonalban eltérd. Szereplik tisztazasa tovabbi feladat.

A syndecan ¢és az Ets-1 fent leirt kapcsolata nem érvényes mas rendszerekre, melyet a
HT 1080 fibroszarkéma segitségével demonstraltunk.

Ebben a sejtvonalban a syndecan és csonkolt transzfektansai fokoztak a sejtek
malignitdsat, azaltal, hogy novekedési iitemiiket és attétképzésiiket novelték. Ebben a
rendszerben nem talaltunk 6sszefliggést az Ets-1 és a syndecn -1 expresszidja kozott.

Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a syndecan hatdsat azok a jelatviteli folyamatok szabjak
meg, melyek egy adott sejtben rendelkezésre allnak. Tovabbi kutatasaink ezeket az

eseményeket célozzak meg.

A syndecan-1 transzfekcio hatasa a mesencymadlis eredetii HT 1080

fibroszarkoma biologiai viselkedésére.

A syndecan konstrukciok kifejez6dése a HT 1080 sejtekben

A konstrukciok bejuttatasa sejtekbe sikeres volt. A teljes méretii fehérjét termeld sejteknél a
z6ld fluoreszcencia a sejtfelszinen jelent meg. Gyengébb, de hasonlo reakciot kaptunk a 78
sig konstrukci6 esetében, mig a kontrol, csak EGFP-t kodolo, vektor esetén a zold
fluoreszcencia egyenletesen oszlott el a sejtekben. A transzfekcio sikerességét mRNS és
fehérje szinten is leellendriztiik. A 4a. abréan a real-time PCR eredményei lathatok. A kontrol

sejtekhez képeset a full konstrukcidval transzfektalt sejtekben mind az intra, mind az
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extracellularis domént kodold6 mRNS mennyisége fokozdodik. A csonkolt fehérjét termeld
transzfektansokban csak az intracelluléris és transzmembran domén mRNS-e szaporodik fel.
ELISA-val meghataroztuk a syndecan-1 extracellularis doménjének mennyiségét a
sejtfelszinen és a médiumban . Utobbi ad informacidt arrdl, milyen mennyiségben hasitodik le
¢s jut a médiumba a fehérje extracellularis doménje (shedding). Lathato, hogy az
extracellularis domén mennyisége csak a full transzfektansban névekszik és a tobbi

sejtvonalhoz képest fokozodik a fehérje lehasadésa is (12.4bra).
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12.abra: A: a syndecan-1 intracellularis és extracellularis szakaszat kodold6 mRNS expresszidjanak valtozasa
real-time PCR-el meghatarozva. B: a syndecan-1 fehérje ektodoménjének meghatarozasa a sejtfelszinen és a
kondicionalt médiumban syndecan ELISA segitségével. Csak a full transzfektansban fokozodik a fehérje
levedlése (shedding).

A stabil transzfektansok névekedési paraméterei in vitro..

Az 13.4brén lathatd, hogy a syndecan-1-et termeld vonalak novekedési iiteme a kontrolhoz
képest felgyorsult. A sejtek novekedése nem mutatott sz€rumfiiggést.
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13. abra. A HT 1080 traanszfektansok ndovekedési gorbélye. Gyakorlatilag minden transzfektans gyorsabban nd,
mint a kontrol EGFP-t hordoz6 vonal.

A syndecan transzfektans HT1080 vonalak viselkedése allatoltast kdvetben.
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Transzfektans sejtvonalainkat Scid egerek talpaba oltottuk egerenként 10° tumorsejtet
alkalmazva. Vizsgaltuk a talptumorok kialakulasdhoz, valamint az attétek megjelenéséhez
sziikséges 1d6t. A talptumorok kialakuldsdhoz a kontrol (EGFP) sejtvonal esetén 64 nap, a full
¢s 78 transzfektansok esetén 36 napra volt sziikség. A 14. dbra jol személteti az azonos
iddben tortént oltast kdvetden a tumorok eltérd novekedési iitemét. Lathatd, hogy a kontrol
sejtvonallal oltott allatokban még alig alakult ki a tumor, amikor a full konstrukciot hordozé
sejtek mar jelentds nagysagu daganatokat képeztek. A csonkolt syndecan konstrukciot
tartalmaz6 daganat novekedési iiteme a kontrol és a teljes fehérjét kifejezd tumorok kozé
esett.

A talptumorok kialakulasat kovetden a tumoros végtagokat amputaltuk és majd
vizsgaltuk a tiidéattétek mennyiségét. A tiidoben talalt atlagos attétszamot a 6 II.abra mutatja
be. A csak EGFP konstrukcioval transzfektalt tumor talpbaoltasat kdvetden nem alakultak ki
tiidoattétek. A teljes syndecan-1 fehérjét és a csonkolt fehérjét termeld daganatok esetén az 5-
5 allatbol 3-3-ban talaltunk attéteket. Amennyiben a tumorokat vénasan oltottuk be, akkor is
a tiidobe kolonizaltak. Ebben az esetben az EGFP transzfektansok is hoztak l1étre daganatokat,
ezek szdma €és mérete azonban kisebb volt, mint a syndecan-1 transzfektansoké.

A syndecan-1 extracellularis doménjét felismer6 ellenanyaggal vizsgalva az EGFP

konstrukciot hordozoé tumorok felszinén alig lehetett kimutatni a fehérjét, mig a full és 78 sig.

HT 1080 transzfektansok lokalis novekedése egértalpban

egfp

attétek atlagos aranya v/v %

19.5
20.0 16.9
78 15.0 1
10.0 1
5.0
0.0
0.0 <=~ ‘

EGFP FullGFP 78Sig

14.4abra: A syndecan-1 transzfekcid hatdsa a HT 1080 fibrosarcoma sejtek biologiai viselkedésére. A: a talpa

oltott tumorok ndvekedése felgyorsul, B: attétképzésiik fokozodik.
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transzfektansokbdl kialakult daganatokban jelentés syndecan-1 expressziot figyeltiink meg a
tiiddattétekben.

Mivel a z6ld fluoreszcenciat az allatba oltott daganatok megdrizték megfigyelhetd volt az,
hogy hova lokalizalodik a syndecan-EGFP kiméra fehérje. Meglepd modon a tenyészetben

sejtfelszini lokalizaciot mutato zold jelzés a tiidoattétben, a magban is megfigyelhetd volt.

A kutatés késziiltségi foka:

Két olyan modellrendszert dolgoztunk ki, melyek alkalmasak a syndecan-1 hatdsanak a
vizsalatara. A heptomakat érintd vizsgalatok késziiltségi foka 90%-0s. A munkbdl magyar
nyelvil kdzlemény mar sziiletett, az impaktfaktoros kozlemény elkészitését nagymértékben
hatramozditotta, hogy 2006-ban elloptik azt a szamitogépet, mely az sszes adatot, €s a félig

megirt angol nyelvii dolgozatot tartalmazta. Sajnos ezért tobb kisérletet ismételni kellet.

A fibrosarcomaval végzett vizsgalatok késziiltségi foka is 90%-osnak tekinthetd. Szeretnénk
itt is jelatviteli valtozasokat feltarni, ennek érdekében mar elkésziilt egy jelatviteli

makroarray, melynek validalasa jelenleg folyik real-time PCR-el..
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IV. Az agrin immunhisztokémiai kimutatasanak alkalmazhatosaga a
hepatocellularis karcinoma differencialdiagnosztikajaban.

Korabbi munkank soran igazoltuk, hogy az agrin nevii extracellularis matrix-alkoto
heparanszulfat-proteoglikdn megtaldlhaté a m4j epeutjainak és ereinek bazalis membranjaban
(1,2). Mivel a m4j szinuszoidjai nem tekinthetOk zart kapillarisnak, és bazalis membranjuk
igen laza, sem az ép m4j szinuszoidjainak, sem a cirrhotikus regenerativ parenchyma-
nodulusok szinuszoidjainak bazalis membranjaiban nem taldlhaté meg az agrin. A cirrhotikus
majban ezért az agrin csak a proliferalo epeduktulusok bazalis membranjdban, valamint a
kotészovetes sovények ereinek faldban talalhato meg (1. abra). Ezzel szemben a
hepatocellularis karcindéma ujdonképzett erei valodi, zart, teljes értékli bazalis membrannal
rendelkezd kapillarisok, amelyeknek alaphartyaja ezért agrint tartalmaz.

A cirrhotikus maj regenerativ nodulusainak szinuszoidjai és a hepatocellularis
karcindma neovaszkulatiraja kozotti kiilonbséget tehat agrin elleni immunhisztokémiaval
lathatéva tehetjiik (2. dbra). Ez lehetdséget ad a hepatocelluldris karcinoma felismerésére a
cirrhosis hattere elott. A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy milyen hatékonyan alkalmazhatd
ez a moddszer a ma primer malignus 1ézidinak detektdlasdban. Az agrin
differencidldiagnosztikai értékét két hagyomanyos ér-markerével — CD31 és CD34 — vetettiik
Ossze, amelyek elvileg szintén alkalmasak a szinuszoidok és a tumor-erek kozotti
kiilonbségek kimutatasara (3,4), mivel a tumor kapillarisaiban nem csak a bazalis membran
szerkezete, hanem az endothelsejtek immunfenotipusa is megvaltozik.

18 formalin-fixalt, paraffinba agyazott mintan Osszesen 58 immunhisztokémiai
reakciot végeztiink el a harom kivalasztott immunsavoval. A reakciokat egy altalunk felallitott
négyfokozatu skala alapjan (0 / + / ++ /+++) két fliggetlen megfigyeld értékelte; a két
értekelés egymassal Iényegében maradéktalanul egybevagott.

A 3a. és 3b. abrdk reprezentativ immunreakciokat mutatnak be, az 0Osszesitett
eredményeket pedig a 4. dbra ismerteti. A diagramokrol leolvashat6d, hogy mindharom marker
rendkiviil erdsen jeloli a HCC ereit. A két konvencionalis ér-marker ugyanakkor a cirrhotikus
gbbok szinuszoidjaiban is igen gyakran jelenik meg nagy intenzitdssal, mig az agrin ezeket a
struktarakat csak ritkan jeldli.

A reakciokat két csoportba sorolva (0 €s +: negativ, + és ++: pozitiv) kiszamithat6 az
egyes immunreakciok szenzitivitasa és specificitaisa a HCC felismerésében. Szenzitivitas
tekintetében mindharom marker 100%-os értéket ad, hiszen valamennyi intenziven jeldli a
HCC ereit. Ugyanakkor specificitasukra nézve a markerek kiilonboznek: a CD31 60%-os
(n=19; Fisher-féle egzakt teszt, p=0.01), a CD34 minddssze 38%-0s (n=20, p=0.11), mig az
agrin 92%-os (n=19, p=0.0002) specificitassal rendelkezik. Ugyan a mintaszamok még
alacsonyak, ez az eredmény azt vetiti eldre, hogy az agrin elleni immunhisztokémia
alkalmazhat6 a leghatékonyabban a HCC ¢s a cirrhosis elkiilonitésére.

Problémat okozhat ugyanakkor egyes, magas regeneracios aktivitassal bird cirrhosisok
esetén az, hogy a hepatocytava differencidlodd epeuti sejtek (5) agrin-tartalmi bazélis
membranja csak fokozatosan vész el, ezért a nodulusok széli teriiletein agrin jelenik meg.
Korabban igazoltuk, hogy az epeutakban megjelend, illetve a tumor ereiben megjelend agrin
nem azonos forrdsbol szarmazik: az epetti agrint maguk az epetti hamsejtek, mig a tumor-
erekben taldlhato agrint feltehetden az ereket koriilvevd pericytdk termelik (5. ébra).
Differencialdiagnosztikai értéke csak a tumorerekben megjelend — és a szinuszoidokbol
hianyz6 — agrinnak van. Az epeuti eredetli, félrevezetd agrin-pozitivitds hatdsat azzal
szlirhetjiik ki, ha a nodulusok sz¢li teriileteit figyelmen kiviil hagyjuk a reakcio értékelésekor.
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megtaldljuk az erek falaban (A, artéria; V, véna), valamint a kisebb-nagyobb epeutak bazalis
membranjaban (az E egy nagyobb atmérdjii epeutat jelol), de nem jeloli a nodulusok (Nod)
szinuszoidalis falait.

2. abra: HCC és cirrhotikus nodulus elkiilonitése agrin immunhisztokémia segitségével. A
HCC neovaszkulaturdja intenziven abrdzolddik, mikdzben a proliferdld epeduktulusuktol
kortilvett regenerativ nodulus szinuszoidjai teljesen negativak.
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3a. abra: Agrin, CD31 és CD34 immunhisztokémia cirrhotikus mdjon. Mig az agrin csak a
kotdszovetes sovények ereit és epeutjait jeloli (a nodulusokon beliil csak a tangencidlisan
benyuld septumok struktirdi adnak pozitivitdst), a CD31 ¢és CD34 a szinuszoidalis
endotheliumban is megjelenik kisebb-nagyobb mértékben. A CD34 esetében a szinuszoidalis
pozitivitas kifejezett.
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3b. abra: Agrin, CD31 és CD34 immunhisztokémia HCC-n. A HCC neovaszkulataraja

mindhirom markerrel élénken abrazolodik.
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4. abra: Az immunhisztokémiai eredmények osszefoglalasa. Mig a HCC (jobb oldali grafikon)
mindharom markerrel erésen jelolodik, a cirrhosis (bal oldali grafikon) immunfestése agrinnal
jellemzden gyenge, a CD31-gyel és CD34-gyel viszont valtozé erdsségii.
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5. abra: Az epeuti és az erekben megjelend agrin eltéro eredete. Az epeutak teriiletén (A, B:
nyilhegyek) a piros szinreakcioval lathat6 agrin nem kolokalizal a zolddel jeldlt simaizom-
aktinnal, tehat azt nem kotdszoveti sejtek, hanem maguk az epeuti hamsejtek termelik. Ezzel
szemben a nagyobb erek falaban (A, B: nyilak), valamint a HCC mikroereiben (C) az agrin és
az SMA-pozitiv sejtek kolokalizalnak. Ezek a SMA-pozitiv sejtek vaszkularis simaizomsejtek
a nagyobb erek, ¢és miofibroblaszt-fenotipust pericytdk a tumor mikroereinek esetében. A
CD31-pozitiv endothelsejtek (z6ld, D) szerepe az agrin termelésében pillanatnyilag még nem
tisztazott.

31



Vonatkozo irodalom

1. Kovalszky I, Dudas J, Gallai M, Hollosi P, Tatrai P, Tatrai E, Schaff Z.
Proteoglikdanok a méajban. Magy Onkol. 2004;48(3):207-13. Epub 2004 Nov 1.
Review.

2. Tatrai P, Dudas J, Batmunkh E, Mathe M, Zalatnai A, Schaff Z, Ramadori G,
Kovalszky 1. Agrin, a novel basement membrane component in human and rat liver,
accumulates in cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Lab Invest. 2006 Sep 18;
[Epub ahead of print]

3. Nagy P, Laszl6 V, Schaff Zs. A hepatokarcinogenezis folyamata a human majban.
Magy Onkol. 2006;50(2):107-13. Epub 2006 Aug 4.

4. Frachon S, Gouysse G, Dumortier J, Couvelard A, Nejjari M, Mion F, Berger F,
Paliard P, Boillot O, Scoazec JY. Endothelial cell marker expression in dysplastic
lesions of the liver: an immunohistochemical study. J Hepatol. 2001 Jun;34(6):850-7.

5. Paku S, Nagy P, Kopper L, Thorgeirsson SS. 2-acetylaminofluorene dose-dependent
differentiation of rat oval cells into hepatocytes: confocal and electron microscopic
studies. Hepatology. 2004 May;39(5):1353-61.

32



