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BEVEZETES

A syndecanok a leggyakoribb  sejtfelszini
proteoglikdnok. Variabilis ektodoménjukhoz
glikbzaminoglikdn  (GAG) cukorlancok kapcsolédnak,
amelyek révén az extracellularis matrix (ECM) szamo
komponensét képesek megkétni. Az ektodomének lelésgzo
azaz shedding-je révén a hozza kotott GAG-ok és ECM
fehériek a sejtfelszitt eltdvolodnak és a szovetkozti
folyadékba, illetve testnedvekbe olddédva egyéb dgjiali
funkcidkat is betdlthetnek. A sejtmembranban viesmado
csonka vazfehérje sorsa, illetve funkciéja még senc
tisztazva.

A syndecanok  jellegzetes, szoOvetspecifikus
expressziodja, illetve expressziés mintazatuk az remdlis
fejlédés soran alakul ki. Feittkorban a syndecan-1 tobbnyire
hamsejteken fordul & igaz a fogak, a tidk, illetve a
végtagok fejpdése soran az aggregaléddé mesenchyma
sejteken is megjelenik.

Az egyes syndecanok expresszidja, illetve a
syndecanok expressziés mintazata a tumorok kisdakuks
fejlodése soran megvaltozhat. Tobb tumorféleségnél is a
syndecan-1 vagy -2 expresszioja a differencidlshges
stadiummal korreldl. Noha a syndecanok — és kukEm&s

syndecan-1 — szerepével sok tanulmany foglalkonodi



karcinbmakon, mesenchyma erddaimorok esetében kevés
az erre vonatkoz6 adat.

A syndecan-1 szamos mesenchyma etetlghorban
kimutathatdé a sejtfelszinen, 6ts bizonyos esetekben a
citoplazméban is. Mesotheliomdkban a ritkdn kifégiéz
syndecan-1 jelenléte az epithelialisabb morfoléglides a
hosszabb tuléléssel tarsul. Sejttenyészetben agmoali
mesothelioma sejtek kevesebb syndecan-1-et terkyetmat
a benignusak, flggetlentl a differenciéltsagi fakuk

Oszteoszarkdma sejteken a syndecan-2 expresszidja
alacsonyabb, mint a normalis csontok oszteoblasztij@gy
oszteocitain, expresszidja pedig az apoptézis késket
fokozza. A syndecan-2 tultermelése fokozza a HTO1€Etek
migraciéjat matrigél fehérjékre, ugyanezt a hagasyndecan-

1 taltermeltetésével is ki lehetett valtani.

Osszességében a syndecanok az onkogenezis fontos
szerepdinek tinnek, igy potencialis tumorterapias célpontok.
Ezért fontos, hogy megismerjik tkbdésik molekularis
mechanizmusait, illetve azonositsuk a  syndecanok
mikddésében fontos, gyogyszeres terapiaval tamadhat6

elemeket.



CELKITUZES

Munkam elédleges célja az volt, hogy megismerjuk a

syndecan-1 szerepét egy mesenchyma dredetnoros

sejtvonal biologiai viselkedésében. Ennek érdekétzealabbi

vizsgalatokat kivantuk elvégezni:

1.

Tanulményozni a rekombinans syndecan-1 hatdséat-a HT
1080 fibroszarkbma sejtvonal proliferacidéjdban és
motilitAsdban, az eredményeket in vivo egérmodeliise
igazolva.

A syndecan-1 ektodoménjének, ill. sheddingj&mtepét
vizsgalni a syndecan-litkodésében

A syndecan-1 hatdsanak hatterében all6 jelatvitak
vizsgalata molekuléris bioldgiai médszerekkel.

A syndecan-2 és a syndecan-4 tlltermelés pradiféra és
migraciéra gyakorolt hatasat vizsgalni.

A syndecan-1 és a syndecan-2 kozott feltétetézhe

kapcsolat kisérletes jellemzése.



MODSZER

A syndecanok HT-1080 fibroszarkbma sejtek
viselkedésében betoltétt szerepének megismeréséhez
syndecanok expressziés szintjét megvaltoztattukiddenmajd
a proliferaciojukat és kemotaxisukat vizsgéltuk. Az vivo
vizsgalatok céljabol egerekbe is beoltotéiket.

A tultermeltetéshez zo6ld fluoreszcens fehérjével
(EGFP) fazionaltatott, egy teljes hossziusdgu és egy
ektodoménjében csonkolt syndecan-1-et kdédolé pledahi
transzfektaltunk, valamint EGFP nélkuli syndecanzl és -4
plazmidokkal. Kontrol sejteknek a nem transzfekalt) és a
csak EGFP-t expresszal6 sejteket hasznaltuk. Aesyardl és -

2 géncsendesitéséhez plazmid alapt RNS interféteiINAI)
alkalmaztunk, amelyhez a rekombindns mikro-RNS ki®do
BLOCK-iT™ Pol I miR RNAI vektor rendszert haszna
ahol ap-D-galaktozidazt csillapitd plazmid volt a kontrol
stabil transzfektansokat Geneticin, illetve Blasdin
antibiotikumos szelekcidval alakitottuk ki, az RN@é&ktorok
esetében egy tovabbi lépésben aramlasi citométérreCs)
valogattuk ki azokat a sejteket, amelyek valobamée#ték a
megfele6 mikro-RNS-t és a GFP-t. A syndecan-1 / EGFP
fuzids fehérjék sejten bellli eloszlasét séjteken vizsgaltuk az
MRC-1024 konfokdlis lézermikroszkoppal. A prolifei@

vizsgalatokndal a szulforhodamin B (SRB) esszét afzk a



sejtek mennyiségének mérésehez. A sejtek duplazdeps az
SRB esszékkel kapott novekedési gorbék log fazlisabo
szamitottuk a kirakastél szamitott 4. 24. és a Gfdban. A
sejtmigraciot egy 48 lyuki Boyden kamrdban mériikym
poérusatméijic  polikarbonat membrant és kemoattraktans
gyanant  Engelbreth-Holm-Swarm  murine  szarkémabdl
szarmazO6 matrigélt hasznalva. Aevivo kisérletekhez a HT-
1080 transzfektansokat SCID egerek jobb talpdbattok. A
primer tumorok eltavolitdsa utan a kialakult dfieetasztazisok
mennyiségét mértik. A molekularis biolégiai vizegékhoz
RNS-t izolaltunk a transzfektansokbdl és a talptokbodl is,
majd kvantitativ reverz transzkriptaz PCR-t (gRTHC
végeztink sajat terveZzéprimerekkel, amelyek a syndecan-1
citoplazmatikus-, illetve ektodoménjére specifikysaalamint
syndecan-2-re, EGFP-re és a GAPDH-ra. Fehérje Uszint
vizsgalatokhoz ~ Western  blot, ELISA, FACS és
immuncitokémia technikdkat alkalmaztunk. A syndetan
hatdsat a HT-1080 sejtekben  koz\etit jelatviteli
mechanizmusok jellemzéséhez egy oligonukleotid yarrés

egy foszfo receptor-tirozin kinaz array-t alkalmag.



EREDMENYEK

I. A syndecan-1/EGFP fuzids fehérjék expresszidjasé
lokalizacidja

A rekombindns syndecan-1/EGFP fehérjéket él
sejtekben detektaltuk, kihasznalva a zo6ld fluorese@jukat.
A kontroll sejtekben az EGFP a citoplazmaban és a
sejtmagban is jelen volt, mig a teljes hosszUs&ga ésonka
syndecan-1 fehérjék a sejtfelszinen és az endondembr
rendszerben helyezkedtek el. A csonka konstrukdid z
fluoreszcencigjanak intenzitasa alacsonyabb vaftt enteljes
hosszisagué. Anti-GFP  immuncitokémidval  mindkét
konstrukcié ugyanolyan intenziven jedbtt a

sejtmembranban.

II. A syndecan-1 transzfekcid hatasa a sejtfelszingés a
szolubilis syndecan-1 mennyiségére.

A citoplazmés- és az ektodoménra specifikus
primerekkel kapott gRT-PCR és immuncitokémia eredrak
szerint a HT-1080 sejtek kis mértékben expresdzéfa
syndecan-1l-et. Az EGFP-re és a citoplazmas doménra
specifikus primerekkel megéllapithattuk, hogy a dgean-
1/EGFP fehérjék sikeresen expresszalddtak, megenezixel
az 0sszes syndecan-1 mennyiségét a sejtekidena $sonka

konstrukcié hatékonyabban expresszalodott, mintekest



hosszlsagu valzozat. Az ektodoménben csonka symdeca
transzfekcioja utan a syndecan-1 ektodomén szenj@RNS
és fehérje szinten sem taléltunk eltérést a korgejiekhez
képest, a teljes hosszUsagu syndecan-1 viszontmedigeaz
ektodomén mennyiségét a sejtek lizdtumaban és médan
is. Ez azt igazolta, hogy a csonka syndecan-1 refolyidsolja
sem az endogén syndecan-1 expresszidjat, sem pedig

sheddingjét.

lll. A syndecan-1 transzfekcié hatasa a HT-1080 stk
proliferaciéjara és migraciojara.

Mindkét syndecan-1 konstrukcié serkentette a
sejtproliferaciot. Az oligonukleotid array-k, a Wemsn blot és
az immuncitokémiai vizsgalatok eredményei szeraakaak a
géneknek valtozott meg az expresszidja illetve vakidja,
amelyek a sejtciklus G1/S fazis atmenetének szabasaban
vesznek részt. A CDK-2 és a Ciklin-E1 expressziggdamint
a retinoblasztoma fehérje foszforilacidja fokozddoa
syndecan-1 konstrukcidk hatasara.

A HT-1080 sejtek matrigél fehérjék altal kivaltott
kemotaxisa szignifikansan intenzivebb volt a syadec
1/EGFP konstrukciok hatasara. A csonka valtozabo#tk
leginkdbb a migréaciot, szignifikdnsan nagyobb nidneé,
mint a teljes hosszusagu syndecan-1. A fokozottramigval

Osszefuggésben kimutattuk, hogy a syndecan-2 esgdgs is



megemelkedik a syndecan-1/EGFP konstrukcidok hatasat
immuncitokémiaval, Western blottal és FACS-al is

alatamasztottuk.

IV. A syndecan-1 hatdsa a HT-1080 sejtekin vivo
malignitasara

A stabil sejtvonalak egértalpba oltasa utani 2gra a
syndecan-1/EGFP transzfektansokbdl szignifikanssegyabb
primer tumorok fepdtek, mint az EGFP kontrol sejtekbA
telies hosszUsagu konstrukcié szignifikansan nagyob
mértékben fokozta ain vivo proliferaciot, mint a csonka
valtozat.

A kontroll EGFP csoportban csak egy allatban dtaku
ki tidémetasztazis, az is elhanyagolhatéan kis mennyigégbe
A teljes hosszUsagu és a csonkolt csoportban szeehben
rendre 4 és 3 Adllatban féjtek ilyen attétek. A
tidémetasztazisok térfogataranya is szignifikansan sama
volt a syndecan-1 tultermielcsoportokban, mint a kontroll
EGFP-ben. Ezek az adatok meigtették a sejtkultirdban

kapott kemotaxis eredményeinket.

V. A kulénbdzé syndecanok hatdsa a HT-1080 sejtek
névekedésére és migracidjara.
Ahhoz, hogy atfogobb képet kapjunk a syndecanok

hatasardl (és hogy az EGFP fazio befolyasol6 hatasa



kizarhassuk), EGFP nélkili syndecan-1 -2 és -4éaolo
plazmidokkal transzfektaltuk a HT-1080 sejteketjdrastabil
sejtvonalak proliferacidjat és migréciojat vizsgélt Csak a
syndecan-1 fokozta a sejtproliferaciot szignifikémsnind az
EGFP, mind a nem transzfektalt wt kontroll sejtekképest,
ugyanakkor mindegyik syndecan paralég tobb mint

kétszeresére novelte a kemotaktikus motilitast.

VI. A syndecan-1 és -2 géncsendesités hatdsa a
proliferaciéra és a migraciéra

Mind a syndecan-1, mind a syndecan-2 csendesitése
megfeleb syndecan expresszidjanak szignifikAns cstkkenését
okozta, mig mas syndecanok expressziéjaban nem
tapasztaltunk valtozast. A syndecan-2 csendesitégatjsen
gatolta a HT-1080 sejtek kemotaxisat, a prolifegtiviszont
csak kis mértékben. A syndecan-1 csendesités nem

befolyasolta sem a proliferaciot, sem a migraciot.

VII. A csonka syndecan-1 hatasat kioltia a syndeca@
géncsendesitése

A syndecan-1 és -2 HT-1080 sejtek proliferaciopaba
és migréaciojaban betoltott szerepének tisztdzasadhcsonka
syndecan-1 konstrukciét egyutt transzfektaltuk gydecan-2
csendesft  plazmiddal.  Kontrollnak az  EGFP-vel

transzfektaltuk egyitt a syndecan-2 csendeatktort, illetve



csak a p-D-galaktozidazt csillapité plazmiddal
transzfektaltunk. A csonka syndecan-1 nem volt &dpkozni
sem a proliferaciot, sem pedig a kemotaxist, hgralecan-2

le volt géatolva, &t, a syndecan-2 csendesités mértékének
megfeleben a migracié lecsokkent. Ezek szerint tehat a

syndecan-2 hatdsdban dominal a syndecan-1 folott.

VIIl. A syndecan-1 és -2 kooperacidjdnak lehetséges
mechanizmusa

A syndecan-1 transzfekcié syndecan-2 indukald
hatdsaban  kulcsfontossagu jelatviteli mechanizmusok
azonositasdhoz a kontroll EGFP, a teljes hosszuséga
csonka  syndecan-1/EGFP, valamint a  syndecan-2
transzfektansokat hasonlitottuk 6ssze egy foszfoepter
tirozin kinaz array (pRTK) segitségével, valamintestérn
blottal. Azokat a valtozasokat kerestik, amelyekeyndecan-
1 valt ki, a syndecan-2 viszont nem. A 42 vizsddahazbadl
ketts foszforilaciéjaban - az inzulin like growth factd
receptor (IGF1R) és Axl - talaltunk eltéréseket.z#lok az
Axl foszforilacidja a syndecan-2 transzfekcio héatas
csOkkent, a syndecan-1l-rebth viszont az IGF1R csak a
syndecan-1 transzfektansokban volt hiperfoszforike Ets-1
expresszioja is csak a syndecan-1 hatdsara emtlkeeg. A
p44-42 és a p38 MAP kindzok a syndecan-1 és -2

transzfektansokban is hiperfoszforilaltak voltak.
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UJ MEGFIGYELESEK

Eredményeim elemzésg@lb az aldbbi kovetkeztetéseket

vonhatjuk le:

1. A syndecan-1 a HT-1080 sejtek malignitasat fakozA
molekula tultermelésekor a sejtek proliferacidéja és
migracios képességuk is fokozédik. Ezt a hatast egy
egérmodellbenn vivois igazoltuk

2. A fibroszarkéma sejtvonal sejtkulturaiban a scah-1 a
fent vazolt hatdsat az ektodoménje nélkul is Kkjfejt
feltehetben a molekula vazfehérjéje a shedding Aaltal
aktivalodik. Az ektodoménnek ezen felil vivo tovabbi
proliferacié fokoz6 hatdsa is van, ennek kivaltasala
szoveti kdrnyezet szerepe fontos lehet.

3. A syndecan-1 a ciklin-E, a CDK2, az Ets-1 tr&nigios
faktor és a syndecan-2 expresszidjdt megemeli, a
retinoblasztoma fehérje és az IGF1R foszforilatipgdig
fokozza.

4. A HT-1080 sejtek proliferaciojat csak a syndetan
transzfekcioja fokozza, a migracidjat viszont adgean-2
€s a syndecan-4 tlltermeltetése is.

5. A syndecan-1 a syndecan-2 indukcidjan keressikenti
a migréciot, a syndecan-2 szerepe ebben a tekemtetb
meghatarozé. A sejtproliferacié fokozdsahoz a syadel

€s -2 egylttes tultermelése sziikséges.
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