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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AFP alfa foetoprotein

AP4 transzkripcids faktor AP4

BM bazalis membran

BSA borju szérum albumin

CDK ciklin dependens kinaz

CS chondroitin-szulfat

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DCN decorin

Den™ decorin hianyos

DEN dietil-nitrozamin

DMEM Dulbecco's modified Eagle's medium; tapfolydék
DMSO dimetilszulfoxid

DS dermatan-szulfat

ECM extracellularis matrix

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EGFR epidermalis novekedési faktor receptor

ErbB2 Receptor tirozin-protein kinaz erbB-2 (erithroblasztoma B2)
ERK 1/2 exracellularis szignal szabalyozott kinaz 1/2
FBS magzati marhaszérum

FZD Frizzled transzmembran receptorfehérje

GAG gliikozaminoglikan

GRIP Glypican-szerii integrans membran proteoglikan
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GS glutamin szintetaz

GSK3 glikogén szintaz kinaz 3

HCC hepatocelluléris karcindma

HGF hepatocita novekedési faktor

HS heparan-szulfat

IC immuncitokémia

IGF-IR inzulin-szerti novekedési faktor 1 receptor

IHC immunhisztokémia

InsR inzulin receptor

KS keratan-szulfat

MAPK mitogén aktivalta protein kinaz

MSPR makrofag stimulalo fehérje receptor

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difenil tetrazolium bromid
PBS foszfat pufferelt sdoldat

PDGF vérlemezkébdl szarmazd novekedési faktor

PKB protein kinaz B

PVDF polivinilidén fluorid

Rb retinoblasztoma fehérje

RTK receptor tirozin kinaz

SLIP Syndecan-szerii integrans membran proteoglikan
SLRP small leucine rich proteoglycan; kis leucinban gazdag proteoglikan
TA tioacetamid

TBS Tris pufferelt sdoldat
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VEGFR-2 vaszkularis-endothelidlis ndvekedési faktor receptor 2
WB Western blot
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|. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

I. 1. A hepatocellularis karcindma

I.1.1.  Epidemiologia

A majrakok epidemiologiaja dsszetett, és nehézséget jelent a nagy szdml masodlagos
daganat elkiilonitése a primer tumoroktol. A hepatocellularis karcinoma (HCC) a
leggyakoribb primer majdaganat, de meg kell emliteni a joval ritkabb a
cholangiokarcindémat, az angioszarkomat illetve a gyermekkori hepatoblasztomat,
melyek szintén primer eredetii majtumorok [1].

A HCC az 5. leggyakrabban el6fordulé daganat férfiakban, és a 9. ndékben
vilagszerte. Ez 2012-ben 554 000 1) férfi és 228 000 uj ndi esetet jelentett, ez Gsszesen
782 000 1) beteg [2]. Az életkorral standardizalt eléfordulasi gyakorisagok a Kelet- és
Dél-Kelet azsiai régidoban (t6bb, mint 20/100 000 férfiaknal és tobb, mint 10/100 000
néknél; a vildg Osszes majrakjanak fele Kindban fordul eld), valamint Kozép- és
Nyugat-Afrikaban (15-20/100 000 férfiaknal és 8-19/100 000 ndéknél) kiemelkedden
magasak. A fejlett orszdgok esetén (USA, Ausztralia, Nyugat- és Eszak-Eurdpa) ezek az
értékek 7,5/100 000 alatt maradnak férfiaknal, mig a ndk esetében legfeljebb
2,5/100 000. A Kelet-eurdpai régioban, igy Magyarorszagon is kozepes el6fordulasi
gyakorisagot figyelhetiink meg (kb. 10/100 000 férfiaknal, és 3/100 000 néknél) [3, 4].
Az otéves tulélés 2002-2008 kozott 15% volt az USA-ban, 2000-2007 kozott 12%
Eur6paban, de ezek a talélési adatok a fejlodé orszagokban joval alacsonyabbak (5%
volt megfigyelhet6 2002-ben) [4-6].

Rossz progndzisa miatt a HCC okozta elhalalozas a daganatos megbetegedések
kozott a 2. helyen all; a mortalitas/incidencia arany 0,95. 2012-ben 745 000 halalesetet

okozott hepatocellularis karcinoma (ez az dsszes daganatos elhalalozas 9,1%-a) [2].

I.1.2. A HCC kialakulasa és progresszioja

Habar a HCC egy gyorsan progredidlo, haldlos kimenetelli betegség, amelynek

terapidja mind a mai napig nem kielégitd, megeldzésének eldsegitésére szamos
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informécio all rendelkezéslinkre. A tartdés HBV vagy HCV hepatitis virusfert6zés
felelés a majrakok haromnegyedéért vilagszerte, igy e fert6zések megelézése az
esetszam csokkentésének egy lehetséges modja. A fert6zés kronikus majgyulladast
okoz, amely fokozott regeneraciot, és fibrotikus, majd cirrhotikus folyamatokat indukal
a majszovetben. Ez olyan diszplasztikus sejtcsoportok (fokuszok, nodulusok) 1étrejottét
okozza, amelybdl késébb karcindma alakulhat ki, de a cirrhotikus talajon kozvetlentil
(nodolusok nélkiil) is kifejlédhet a HCC (1. abra). Azokban az esetekben, ahol nincs
virusfert6zés, a majszovet kronikus karosodasa valthatja ki a daganatképz6dést; alkohol
abuzus, vagy direkt genotoxikus szerek, mint az aflatoxin B1, szintén a HCC
kialakulasat segitik el6 (1. abra). A szakirodalom beszamol tovabbi olyan életmoddal
jaro, illetve 6roklott okozati faktorok kozremiikodésérdl is (mint a dohanyzas, obezitas,
diabétesz vagy fogamzasgatlok hasznalata), amelyeknek ugyancsak szerepiik lehet a

folyamatban [1].

HBV/HCV
fert6zés
A\ 4

l’(.ronlkus . Alkoholizmus
majgyulladas
A4 )/
| Clrehosis JL ( Oroklott anyagcsere ]

[ l L betegségek

Diszplasztikus
nodulusok

Aflatoxin B1

1. abra. A HCC kialakuldsanak tobblépcsos folyamata
(Wong és Ng nyoman [7])

A HCC molekularis szinten igen polimorf betegség [8, 9]. Ezt a komplexitast részben
az etioldgia, részben a kialakulas mogott meghuzodo szerteagazd patogén folyamatok

magyarazzak. A HCC progresszidja soran szamos jelatviteli Gtvonal és kozvetitd
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molekula (pl. WNT-B-catenin, PI3K / AKT / MTOR, RAS / MAPK, HGF / MET,
EGFR, IGF, VEGF ¢s PDGF) miikodésében figyeltek mar meg zavart [9].

------

A WNT qtvonal, amely normalis esetben a sejtek differenciaciojaban,
jatszik  kulcsfontossagi  szerepet, ezekkel Osszefliggésben a  tumorigenikus
folyamatokban is kiemelt a jelentdséggel bir. A kanonikus Wnt ttvonal [-catenin
aktivacioval jar, amely fehérje aktivalt allapotaban a sejtmembran belsé felszinérdl a
sejtmagba transzlokalodik, és ott transzkripcios faktorokkal egyiittmiikodve szamos
olyan talélést elGsegitd gén kifejezédését indukalja, mint a c-myc, cyclin-D, vagy a
survivin  [10]. Normal sejtekben a p-catenin az E-cadherinnel kapcsolodik a
sejtmembran zonula adherens sejtkapcsolataiban, és koti 6ssze az E-cadherint az aktin
citoszkeletonnal [10]. Ha elegendd6 Wnt ligand halmozddik fel, és mennyiségiik
meghaladja a szekretalt Wnt antagonistakét, ugy a jelatviteli kaszkad extracellularisan
beindul, és a stimulus a Frizzled (FZD) transzmembran receptoron keresztiil bejut az
intracellularis térbe. Az FZD aktivitas felszabaditja a B-catenint az E-cadherinr6l [11],
valamint megakadalyozza, hogy a f-catenint az AXIN/APC/GSK3p komplex
foszforilalja. Normalis esetben, amikor Wnt utvonal nem aktiv, a citoplazmatikus -
catenint ez a komplex foszforilalja, és jeloli ki proteoszomas degradaciora. Azonban a
komplex fehérjéinek mutacioja lehetévé teheti, hogy a f-catenin bejusson a sajtmagba,
és elosegitse célgénjeinek konstitutiv transzkripcidjat. A Wnt {tvonalat a
vastagbélrakokban tanulméanyoztdk a legalaposabban (az APC mutdcié okozta
vastagbéltumorok miatt) [12], azonban szamos tanulmany szamol be az tutvonal
tulajdonitanak [13-15].

Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) az EGF receptorcsalad tagja,
amelyben a ligand megkotését tirozin-kindz aktivitas koveti, ¢és amely
kovetkezésképpen jelatvitelt kezdeményez. Az EGFR olyan transzmembran fehérje,
amely a Wnt utvonalhoz hasonléan, alapvetd bioldgiai folyamatok szabéalyozasaban
vesz részt, beleértve a proliferaciot és a tulélést. Mivel szdmos tumorban termelddik tal
az EGFR, az EGFR-antagonistak terapias felhasznalasa évtizedek ota része a klinikai

gyakorlatnak (ilyen antagonistak példaul az erlotinib a nem-kissejtes tiidorakban, vagy a
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cetuximab metasztatikus colorectalis adenokarcinoma kezelésében). Az EGFR HCC-
ben betoltott szerepérdl a rendelkezésre allo adataink sziikdsek €s inkonzisztensek [9].

Az inzulinszerti novekedési faktor (IGF) csalad két ligandbol (IGF-I és IGF-II), két
receptorbol (IGFR-I és IGFR-II/M6P) és hat koté fehérjébol (IGFBP1-6) all. Az IGF
jelatvitel fontos szerepet jatszik a magzati fejlédés, a proliferacio, a differencidlodas, a
sejtndvekedés és az apoptodzis szabalyozasaban. Mivel a vizsgalatok az IGFBP fehérjék
ellentmondasos hatasat mutattak ki kiilonb6zo koriilmények kozott, feltételezhetd, hogy
kotofehérjek, €s interakciojuk a receptorral a kornyezeti koriilményektol fiiggden eltérd
hatastiak lehetnek. Az IGF-II koétddik mind az IGFR-I, mind az IGFR-II/M6P
receptorokhoz, de az IGFR-I esetében a kotodés affinitasa szignifikansan alacsonyabb,
mint az IGF-1 esetében. Az IGF-II gén expresszidja rosszindulati daganatokban a
tobbszordsére novekedhet, beleértve a HCC-t is [9].

A hepatocita novekedési faktor (HGF), amelyet a kotészoveti csillagsejtek
szekretalnak, és amely a c-MET receptorhoz kotédik, a sériilést kovetd hepatocita
regeneracioban jatszik fontos szerepet. A c-MET ¢és a HGF tulzott expresszidja gyakori
események a HCC sordn, amelyek jelentdsége a tumor progndzisdban még nem
tisztazott, tovabbi vizsgalatok sziikségesek ennek felderitésére [9].

A tirozin kinaz receptoroktdl downstream a jelatvitel kiilonb6zd Utvonalakon
keresztiil valésulhat meg, beleértve példaul a Ras/MAPK, és a PI3K/Akt utvonalakat. A
RAS aktivitas egy foszforilacids kaszkadot indit el, amelynek kdvetkezményeként az
ERK transzlokalodik a sejtmagba és jellemzden a sejt szamdra kedvezd (talélés
eldsegitd) valtozasokat idéz eld a génexpresszioban. A RAS mutéicidi jol ismertek
bizonyos rakokban (példaul a hasnyalmirigyrakban), és nem gyakoriak a HCC-ben,
kivéve a vinil-klorid expozicié indukalta HCC-ket [9].

A PI3K/Akt utvonalban az Akt két kiillonbozé inger utjan is aktivalhato
(foszforilalhato), amelyek mindegyikében szerepel a foszfatidil-inozitol-3,4,5-trifoszfat
(PIP3). Az elsOben ligand-receptor kotés eredményez RTK aktivaciot, mig a
masodikban a folyamatos stimulust a PI3K konstitutiv aktivitaltsaga vagy a PTEN-

funkcid elvesztése okozza, amely utdbbi a PIP3 szintézis inhibitora. A PTEN egy jol

////////

raktipusban is kimutattak [9].

10
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Szamos tanulméanyban elemezték a PTEN szerepét majrakban. A PTEN mutacio
gyakorisaga meglehetésen alacsony a HCC-ben, szemben mas rosszindulata
megbetegedésekkel. Ugyanakkor a heterozigocia vesztés a 10g-ban (itt talalhatd a
PTEN is) gyakran fordul el6 a HCC-kben. Emellett két tanulmany megallapitotta, hogy
a PTEN mRNS szintje szignifikdnsan csokkent a HCC-ben a kdrnyezd cirrhosisos
szovetekhez képest [9].

A PI3K egy heterodimer fehérjekomplex, amely egy katalitikus alegységbdl (p110a,
pl10b vagy p110g) és egy szabalyoz6 alegységbdl (p85a, p85b vagy p55g) épiil fel. A
PIK3CA a pl110-et kodolja, és habar gyakran mutalodik human daganatokban, HCC-re
vonatkozodan az adatok ellentmondasosak [9].

Az Akt szerepe a HCC-ban még egyeldre bizonytalan, egy tanulmany azonban arrol
szamolt be, hogy a foszforilalt Akt jelenléte HCC resecatumokban 12-szeres fokozta a

korai recidiva kockazatat [9].

|. 2. Az extracellularis matrix

Minden szdvet €s szerv tartalmaz egy nem-sejtes alkotoelemekbdl felépiild, jol
szervezett halozatot, amelyet extracellularis matrixnak neveziink (ECM). Az ECM
nemcsak szoveti szerkezetet biztosit, amelybe az alapszoveti sejtek beagyazodhatnak,
de szamos olyan sejtélettani folyamatot is szabalyozni képes, mint a ndvekedés,
migraci6, differenciacid, talélés, homeosztazis €s morfogenezis. Az ECM-et sokféle
makromolekula alkotja, amelyek Osszetétele szovetenként eltéré és specifikus. F6
alkotoelemei olyan rostalkot6 fehérjék/makromolekulak, mint a kollagének, az elasztin,
a fibronektin, a lamininek, a glikoproteinek, a proteoglikdnok ¢és a
gliikbzaminoglikanok. Ezek mind er6sen savas és hidratalt molekuldk. A szerkezetet
tekintve az ECM rostjai féleg 1. tipusu kollagénbdl, és a jellemzben porcok
allomanyban eléforduld II. tipust kollagénbdl épiilnek fel, amelyek mas tipusu
kollagénekkel, egyéb ECM fehérjékkel ¢és proteoglikdnokkal Osszekapcsolodva
nagyméretl fibrillaris struktarakat hoznak 1étre. Ahogy ezek a rostok egymassal és mas
ECM alkotokkal is 6sszekottetésbe keriilnek, végiil komplex, haromdimenzios haldzatot
alakitanak ki [16].

11
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Az ECM nemcsak az emlitett fiziologids folyamatokban fontos résztvevd, de a
malignus fenotipus kialakuldsédban és a tumorsejtek viselkedésének szabalyozasaban is
nagy jelentésége van. Malignus transzformacié sordn a tumoros sejteket koriilvevo
ECM olyan mennyiségi és min6ségi valtozasokon megy Kkeresztiil, amelyek
megvaltoztatjdk az ECM dinamikus fel- és leépiilésének szabalyozasat. Ez a
megvaltozott, koros miikodés végsd soron képes lesz tamogatni a daganat fejlodését
[17].

A primer hepatocellularis karcinoma gyakran alakul ki cirrhosis vagy krdonikus
gyulladas okozta fibrosis talajan, habar a tumor kialakulasanak ez nem nélkiilozhetetlen
feltétele. Elobbiekkel egy id6ben a folyamat, amely az extracellularis matrix fokozott
termelddéséhez és felhalmozddasahoz vezet, tobbféle moddon is kedvez a
daganatfejlodésnek. Egyrészt a felgyorsult hepatocita regeneracié miatt a DNS
hibajavitds mértéke elégtelenné valik, igy mutaciok halmozodnak fel a majsejtekben
[18], masrészt az extracellularis matrix koros atalakulasa a szoveti kdrnyezetben
jelenlévd jelatviteli faktorok mennyiségét, lokalizaciojat és szerepét is modositja,

tonkretéve ezzel az eredeti, normalis funkciot [19].

I. 3.Proteoglikanok osztalyozasa

A proteoglikdnok olyan fehérje molekuldk, amelyekben gliikozaminoglikan (GAQG)
oldallancok kapcsolodnak kovalensen a kozponti fehérje vazhoz, é€s jellemzden a
sejtfelszinen, vagy az ECM-ben fordulnak eld. Egyebek mellett az intersticialis matrix
szoveti turgor fenntartasaért felelosek, valamint a bazalis membran ,,molekularis
sziir6jeként” szokas hivatkozni rajuk [20].

A GAG lancok ismétlddé diszacharid egységekbdl ¢éplilnek fel, amelyek
tartalmaznak egy uronsavat és egy acetilalt-, vagy szulfatalt hex6zamint (ez lehet D-
gliikbzamin, N-acetil-D-glikézamin, vagy N-acetil-D-galaktozamin). Ezen lancok
hossza valtozo, de a fehérjevazhoz kapcsolédd cukorlancok szamat meghatarozza a
kapcsolodasi helyek szama, amelyeket a Ser-Gly dipeptid motivumok jeldlnek ki. A
heparan-szulfat (HS) gliikkoronsavbol és N-acetil-D-gliikozaminbol, a dermatan-szulfat

(DS) gliikoronsavbol és N-acetil-D-galaktozaminbdl, a chondroitin-szulfat iduronsavbol
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és N-acetil-D-galaktozaminbodl épiilnek fel. A keratan-szulfat (KS) uronsav helyett
szulfatalt galaktozt tartalmaz az N-acetil-glikozamin mellett. A HS lanc D-
gliikdbzaminjainak részleges szulfatalasa N-acetilalt és N-szulfatalt régiok valtakozo
doménstruktardjat hozza Ilétre. Ez utobbi nodvekedési faktorokkal, -citokinekkel,
novekedési  faktor  receptorokkal, lipoproteinekkel,  virusokkal, ¢és mas
makromolekulakkal képes kolcsonhatasba 1épni [20].

A proteoglikanokat elsGsorban lokalizaciojuk alapjan szoktak osztalyozni (1.
tablazat). Jellemzd, hogy a a CS és a DS tartalmu proteoglikanok a kotészoveti ECM-
ben talalhatoak (a csontokban, iziiletekben és inakban), mig a HS tartalmuak jelentos
része a sejtek felszinén lokalizalodik. Habar jelenleg tobb, mint 40 proteoglikant

crer

részben tisztazott.
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1. tablazat. A proteoglikanok osztalyozasa [20]
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Lokalizacio Név Gén jelolés GAG
Intracellularis Serglycin SRGN Heparin
Membran

SLIP-ek
Syndecan-2 SDC1 HS/CS
Syndecan 2-4 SDC2-4 HS
GRIP-ek
Glypican 1-6 GPC1-6 HS/CS
Egyéb
Betaglycan TGFBR3 HS/CS
CD44 CD44 CS
Extracellularis
SLRP-k
L. osztaly
Decorin DCN DS/CS
Biglycan BGN CS
Asporin ASPN -
IL. osztaly
Fibromodulin FMOD KS
Lumican LUM KS
Keratocan KERA KS
PRELP PRELP -
Osteoadherin OMD KS
III. osztaly
Epiphycan EPYC CS/DS
Osteoglycin OGN -
Pericellularis
BM zoéna
Agrin AGRN HS
Kollagén XVIII COL18A1 HS
Aggrecan ACAN CS/KS
Hyalectan-ok
Versican VCAN CS
Neurocan NCAN CS
Brevican BCAN CS

Mivel munkam

soran a decorin funkcidjat vizsgaltam a hepatocellularis

karcinomakban, igy a bevezetdé tovabbi részében a decorinnal kapcsolatos irodalmi

adatokat foglaltam 0ssze.
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I. 4. A decorin

A decorin a kisméretl, leucin-
gazdag proteoglikanok (SLRP)
csaladjaba tartozik, amely a benne
talalhatdo 18 génnel és szamos splice
varidnssal a proteoglikdnok
legnagyobb géncsaladja. A decorin
gén emberben a 12-es kromdszéman

talalhatdé meg (12923). Az SLRP-k

Decorin

O-kapcsolt dermatan szulfat N-kapcsolt glikanok

minden tagjara, igy a decorinra is
jellemzdé a viszonylag kis méretii
kozponti fehérje vaz (core protein), 2 | .

_ . AN
amely egy leucin gazdag ismétlédo

régiot (leucine rich repeat, LRR)

o, Kollagén Decorin
tartalmaz. A proteoglikanokra .

altalanosan jellemzd, O-glikozidos D D D D D

kotéssel kapcsolodd GAG oldallancok

koziil a decorinban a kondroitin- és a ~ Dermatan szulfat . 4 : A
dermatan-szulfat talalhato meg; ezek | .

koziil egyszerre csak egyet tartalmaz. D D D D D
A GAG oldallancok szamos olyan

2. abra. A decorin szerkezete és

molekulat képesek megkdtni (példaul szerepe az ECM-ben (Weber és mtsai

novekedési faktorokat, citokineket), nyoman [18]). A decorin a kollagén

amelyck kiilonfEle Jelatviteli rostok felszinéhez kotodve azok kozt

utvonalak  mikddésében  jatszanak tavtarto szerepet tolt be GAG oldallancai

fontos  szerepet, igy szabalyozni segitségével (tovabbi részletek a
képesek a fiziologids és tumoros
mikrokornyezetet [21-23] (2. abra).

A decorin egy 40 kDa-os, patko alaku fehérje (2. abra). A vaz-fehérje négy

szovegben).

doménbdl all. Az I. domén egy szignalpeptid szekvenciat és egy propeptid szakaszt

tartalmaz. A 16 aminosavas szignalpeptid szerepe a fehérje endoplazmatikus
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retikulumba juttatasa, ahol az le is hasad. A 14 aminosavas propeptid a GAG
oldallancok kialakitasanak szabalyozasaban vesz részt. Itt talalhat6 a xilozil-transzferaz
enzim kot6helye, amely ide kapcsolodva képes a Serd-re (4. szerinre) xilozt kapcsolni.

A II. domén negativan toltott, 1 db GAG oldallancot tartalmaz. Az itt talalhato
konszenzus szekvencia: As- - As- - X — Ser — Gly. Az As- jelolésiiek lehetnek
barmilyen negativan t6ltott aminosavak, a szerinen torténik az O-glikolizaci6. Az X
helyén barmilyen aminosav szerepelhet. Tovabbi jellemzd része a doménnek egy
konzervalt, Cys-gazdag régid. Szekvenciaja: CX2-3CXCX6-9C. A Cys-ek diszulfid
hiddal kotottek.

A III. domén a legnagyobb a négy koziil, ez az interakcios domén. Itt taladlhatd az a
10 db Leu-gazdag tandem ismétlodés is, amelyr6l az SLRP fehérjecsalad a nevét kapta.
Konszenzus szekvencidja: LXXLXLXXNXLSXL, ahol L: Leu, Val, Ile; S: Ser, Thr. Az
X helyén, az elébbihez hasonldéan, barmilyen aminosav allhat. Ebben a doménben
talalhatd még az a 3 db Asn, melyekhez N-oligoszacharidok kapcsolodnak, hogy
megakadalyozzék az 6naggregaciot.

A IV. domén egy rovid, koriilbeliil 50 aminosavas szakaszbol all. Az itt talalhatd két
Cys-t diszulfid hid koti Ossze. Az igy létrejott huroknak a fibrillogenezis
szabalyozasaban van fontos szerepe [22].

A decorint 1986-ban klonoztak eldszor [24] fibroblast cDNS konyvtarbol, ekkor még
PG40, illetve ’small proteoglycan II’ neveken nevezték, igy taldlhatdé meg az
irodalomban. A decorin nevet, amely aztdn az altalanosan ismert és elfogadott
elnevezéssé valt, 1988-ban kapta [25]. Az elnevezés arra utal, hogy a decorin kollagén
rostokhoz kapcsolddva azok felszinét ,,dekoralja”. Klasszikus funkcidjat tekintve az I €s
III tipust kollagénekhez kotddve, azok elhelyezkedését, egymashoz viszonyitott
tavolsagat, végsd soron az ECM kollagén rostjainak érését befolyasolja (2. abra). A
GAG oldallancok biztositjak rostok kozotti tavolsagot [26]. Ennek megfeleléen, a
decorin hianyos (decorin knock-out; Dcn’/?) egereknél abnormalis kollagén szervez6dést
tapasztaltak, amelynek leglatvanyosabb fenotipusos kovetkezménye az allatok borének
extrém fragilitasa [27]. Mivel a decorin hianyos allatok életképesek, szamos olyan
kisérlet alanyai voltak az utobbi években, amelyekben igazoltak, hogy a decorin fontos
szerepet jatszik a cornea attetsz6ségének kialakitasaban [28], az inszalagok fejlédésében

[29], a sebgyogyulasban [30], a dentin mineralizacioban [31], az angiogenezisben [30,
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32], a gyulladasos folyamatokban [33], valamint a majfibrosisban [34] és szamos egyéb
egyedfejlodési, fizioldgias, és tumoros szabalyozasi folyamatban.

A fenti felsorolasnak megfelel6en, az utobbi évtizedek vizsgalatai igazoltak, hogy a
decorin szamos jelatviteli utvonalban vesz részt, és jellemzéen anti-tumorigenikus
hatasa is van. S6t, 2012-ben mar a ,,matrix 6rmolekuldjaként” emlitik analdgiaban a
p53-mal, amely a ,,genom 6&re” [35].

Szamos bizonyiték tamasztja ala annak tényét, hogy a decorin potens tumorellenes
molekula [36, 37]. Az els6 tanulmanyok, amelyeket decorin hianyos egereken végeztek,
igazoltak, hogy habar a decorin hianya spontan tumorok megjelenését nem okozza [27],
a tumorképz6dést nagymértékben eldsegiti [38]. A késObbiekben azonban kimutattak,
hogy a decorin-deficiens C57Bl/6 egerek hajlamosak bélrendszeri daganatok
kialakitasara, kiilonosen, ha ’nyugati-tipusii’, magas kaldriatartalmu étrenden tartjak
Oket [39, 40]. Tovabba, a decorin ektopikus expresszidja altalanos tumorndvekedés
gatlast okozott kiilonféle szoveti eredetli neoplasztikus sejteknél [41]. Ezen
megfigyelések kovetkezményeként szamos tovabbi tanulmany igazolta a decorin
tumorellenes, ¢és anti-metasztatikus hatasat [42-47]. A decorin expresszidja
neoplasztikus szovetekben viszonylag kevéssé feltart teriilet, annak ellenére, hogy
szamos publikacio foglalkozik a decorin hatasaval in vitro sejtvonalas kisérletekben, és
xenograft modellekben [48-51].

A decorin volt az elsé proteoglikan, amelyrdl kimutattdk, hogy kozvetleniil
szabalyozza a sejtnovekedést. A decorin képes megkotni és ezzel blokkolni a TGFf
novekedési faktort kinai horcség ovarium sejtekben (CHO), ezzel gatolva a sejtek
novekedését. [52]. Azonban kideriilt, hogy mivel a legtobb malignus sejt novekedése
nem fligg a TGFP-tol, mas szignalizdcidés mechanizmusoknak is részt kell vennie a
decorin tumor szupressziv hatidsanak kialakitdsaban. EGF receptort tltermeld, A431
lapham karcinoma sejtekben az exogén decorin, illetve annak core fehérjéje aktivalja az
EGFR-t, és novekedésgatlast indukal a p21WAFLY/KIPL ciklin-fiiggd kinaz gatlé expresszio
megemelkedésével [53-55]. Azon tul, hogy képes a receptorhoz kapcsolodni,
akadalyozva ezzel a természetes ligand bekotddését, olyan jelatviteli utvonalakat
aktival, amelyek az imént emlitett inhibiciot kivaltjak. A decorin-EGFR interakcio
masik kovetkezménye a receptor caveolin medialt internalizacidja és degradacidja [56].

Kisérletesen igazoltak, hogy a decorin core fehérjéje képes kapcsolddni olyan tovabbi
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receptorokhoz, mint az IGF-IR [57], az ErbB2 [48], a Met (HGF receptor) [58], a
TGFPBR (LRP-1-en keresztiil [59]) és az 02B1 integrin [60].

A decorin hidanya a tumorstrémabol korreldl a rosszabb tuléléssel invaziv
eml6daganatos betegeknél [47]. Emellett szamos daganat stromajaban jelentOsen
lecsokken a decorin mennyisége [61], igy a hdlyagrakok esetében is, ahol a normal
holyagstromaban egyébként a decorin nagy mennyiségben van jelen [62]. Ugyanakkor a
szolubilis decorin szisztémas bejuttatasa a szervezetbe (pl.: adenovirus segitségével)
szamos szolid tumor esetében szignifikans modon csokkenti a neoangiogenezist [49, 63,
64]. A decorin és p53 kettds mutans egerek (DCN7/7; TP537/") joval korabban

elpusztulnak a benniik kialakulé agressziv T-sejtes limfomaban, mint a csak p53

mutaciot hordozo tarsaik [38].

LRP-1
[ cMet | | IGF- IR | TGF-BR |
p21 SZ|gnaI|zaC|o modulalasa PI3K-Akt-mTOR Smad Gtvonal
indukcidja proteaszomas degradacuo utvonal aktwalasa aktivacioja
, Tumor Tumor/endothel sejtek
D;gradatl:lo | thmorstﬂ't .n'owleklerdes angiogenezis proliferaciéjanak és
R el Bl Rl gatldsa motilitasanak gatlasa

3. abra. Decorin ismert célpontjai és a szabalyozasra gyakorolt hatasa a
daganatokban (Bi és Yang nyoman [65]). A decorin képes kozvetleniil sejtfelszini
receptorokhoz kapcsolodni, amelyeken keresztiil olyan jelatviteli utakat indukal,

melyek Osszességében a tumorsejtek proliferaciojanak gatlasat fogjak eloidézni.

Tovabbi részletek a szovegben.
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Ezek a megfigyelések a decorin tumorSzupresszor szerepét igazoljak, és ennek
megfeleléen potencialis terapids faktorként is érdemes lehet ra tekinteni, amely akar
Onmagaban, akar kemoterapias szerekkel kombinalva gatolhatja a tumorprogressziot és

a metasztazist [66].

I. 5.A HCC ¢és a decorin kapcsolatanak kisérletes vizsgalata, modellek

A fiziologias és genetikai hasonlosdgok, amelyek az ember és a ragcsalok kozt
fennallnak, valamint a rovid élettartam, a konnyl és magas kapacitasu szaporitas miatt a
patkanyok és az egerek a rakkutatds kedvelt kisérleti modellallatai [67]. Sajat
vizsgalatainkban kémiai Gton indukaltunk primer majrakot egerekben, tioacetamid (TA)
¢s dietil-nitrozamin (DEN) haszndlataval. A tioacetamid egy promoter tipusu molekula,
amely fibrosis-t indukal, majd a maj hyper-regeneracidja kovetkeztében, cirrhotikus
talajon kialakul a majdaganat [68, 69]. Mivel a human HCC-k 70%-a cirrhosis
kovetkeztében alakul ki, a modell kivaldéan felhasznalhaté a human vonatkozasa miatt
is. Ezzel szemben, a dietil-nitr6zamin kozvetlen DNS mutagén hatasa miatt anélkiil
képes a majgadanat eléidézésére, hogy a fibrotikus atalakulasra sziikség volna [67].

Az allatkisérletek mellett, a jelatviteli folyamatok ¢s az egyes molekuldk kozti
interakciok alaposabb feltérképezésére az in vitro modszerek allnak rendelkezésre. A
szovettenyészeti vizsgalatokra felhasznalhaté HCC sejtvonalak szama legalabb 25 a
Cancer Cell Line Encyclopedia adatbazisa szerint [70], és ezek koziil néhany sejtvonal
mar jelentds szakirodalmi hatteret tudhat magaénak. Mi a HepG2, Hep3B, HuH7 és
HLE sejtvonalakat valaszottuk ki vizsgalataink targyanak.

Munkacsoportunk  korabban vizsgalta a decorin szerepét a majfibrosis
a decorin hatasat a hepatocellularis karcindma kialakulasaban és fejlédésében eddig
még nem tartak fel. Ennek megfelelden egyrészt a mar emlitett hepatoma sejtvonalakon
végeztiink in vitro vizsgalatokat, amelyekben a sejteket exogén human rekombinans
decorinnal kezeltiik, masrészt vad tipust, valamint decorin hianyos (Dcn’/") egerekben
indukaltunk majdaganatokat in vivo, ezzel vizsgalva a decorin szerepét a

hepatokarcinogenezisben.
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Il. CELKITUZESEK

Doktori értekezésemhez az al4abbi célokat tliztiik ki:

1. Annak felderitése, képes-e¢ a human rekombinans decorin kezelés gatolni a

2. Kisérletes hepatokarcinogenezisben vizsgalni a decorin szerepét vad tipusu és
decorin hianyos (Dcn’/") egerek 6sszehasonlitasa nyoman

3. A megfigyelt hatasok kivaltasaért felelds, feltételezett jelatviteli utvonalak
feltérképezése, a résztvevo molekuldk mennyiségi €és mindségi valtozasainak
kimutatasa, valamint tovabbi lehetséges targetek azonositasa

4. Atfog6 képet kapni a decorin szerepérdl a hepatokarcinogenezisben.
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I11. MODSZEREK

1. 1. Human rekombinans decorin eldallitasa

A human rekombindns decorin megtermelésé¢hez olyan pCMV expresszids vektort
hasznaltunk, amely tartalmazta a human decorin cDNS szekvecidjat (a konstrukcio
1étrehozasat Dr. Szilak Laszlonak koszonhetjiik). Ehhez CHO-S sejteket (Gibco/Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) transzfektaltunk az expresszioés vektorral, Neon™
transzfekcios késziilék hasznalataval, elektroporacios technikaval, a gyartoéi javaslat
szerint (Invitrogen/Thermo Fisher). A sikeresen transzfektalt sejteket 500 pg/ml G418
antibiotikummal (Sigma-Aldrich; St. Luis, MO) szelektaltuk, majd a human
rekombinans decorint a sejteket forgalmazo cég ajanlasa szerint termeltettiik.

Ezutan, a korabbi leirasoknak megfeleléen [72] a proteoglikant anioncseréld
kromatografia segitségével izolaltuk a CHO sejtek tapfolyadékabol. A kromatografias
tisztitds utdn a decorint is tartalmaz6é oldatban 1évé magas NaCl- ¢és
karbamidkoncentracio csokkentése érdekében a mintdkat dializaltuk desztillalt vizzel
Sigma-Aldrich) torténé festéssel, spektrofotometrias méréssel, 525 nm-en megmértiik,
majd a tovabbi felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. Az in vitro kisérletekben 10x PBS-t a
vizben 1év6 decorin torzsoldathoz, hogy végiil 1x PBS-ben legyen feloldva, majd 1x

PBS-sel a kivant koncentraciora higitottuk a felhasznalasra keriil6 oldatokat.

1. 2. In vitro kisérletek

A HepG2, Hep3B sejtvonalakat az ATCC-t61 (ATCC HB-8064, és ATCC HB-8065,
American type culture collection; Manassas, VA) szereztik be, a HuH7 ¢s HLE
sejtvonalak a japan sejtbankban voltak hozzaférhetok (JCRB0403 és JCRB0404,
Japanese Collection of Research Biosources Cell Bank; Osaka, Japan).

A sejteket 1000 mg/L (5,5mmol/L) gliikdz tartalmazo Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM; Sigma-Aldrich) tapfolyadékban tenyésztettiik, amelyet 10% [v/v]
FBS-sel (Sigma-Aldrich) és 1% [v/v] antibiotikum (Penicillin/StreptoMycin; Sigma-
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Aldrich) koncentraci6 mellett. A sejtek szamara idealis tenyésztési koriilményeket
biztositottunk (5% szén-dioxid koncentraciés atmoszféra és a 37 °C).

A decorint 50 és 100 ug/ml (DCN50 és DCN100 csoportok) koncentraciéban adtuk a
sejtekhez 24 oras szérum deprivaciot kovetden (0% [v/v] szérum). A széruméheztetés
utan a sejteket 0, 24, 48 és 72 oran keresztiil inkubaltuk a kiilonb6z6 decorin kezelések
mellett (tovabbra is szérummentes tapfolyadékban), 96-0s plate-ekben a proliferacios
vizsgalatokhoz, illetve 48 oran keresztiil T25-o0s tenyésztéflaskakban és 6-0s plate-

ekben a tovabbi molekularis vizsgalatokhoz.

I1l.2.1.  Proliferdcios vizsgalatok

crer

(MTT) assay (Sigma-Aldrich) segitségével vizsgaltuk. A kisérleteket ezekben az
esetekben 96 Iyuka szovettenyésztd plate-eken végeztik, a kovetkezd kezdeti
sejtszamokat alkalmazva: 2 x 10° sejt/well HepG2 és HLE, illetve 5 x 10° sejt/well
Hep3B ¢és HuH7. A sejtek letapadasat kovetden, 24 oOras széruméheztetés utdn
hozzéaadtuk a tapfolyadékhoz a decorint 0, 50 és 100 pg/ml decorin végkoncentraciokat
elérve. Az egyes well-ek igy végiil 180 ul szérummentes médiumot és 20 pl PBS-t
tartalmaztak, amely PBS-ben a decorint oldottuk a megfelelé koncentraciokban (0, 500
¢s 1000 pg/ml decorin), a kivant végkoncentracio elérése érdekében. Az id6 fliggd
vizsgalatokban (0, 24, 38, 72 h) 8 parhuzamos méréssel dolgoztunk és legalabb 3
esetén tulajdonképpen inkabb a sejtek viabilitasat) a wellekhez torténd 20 ul MTT oldat
hozzaadasaval vizsgaltuk; 4 ora 37 °C-os inkubdaciot kovetden, a sejtek altal képzett
formazan kristalyokat 150 pl DMSO-ban oldottuk vissza. A plate-eket 1 percig razattuk,
majd az optikai denzitast multiwell spektrofotométerben mértik 570 nm-en
(Labsystems Multiskan MS).
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1. 3. Allatkisérletek

Minden allatkisérlet az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanécs jovahagyésaval, és
az allatkisérletekrol szolo, hatalyban 1évé 40/2013. (II. 14.) Korm. rendelet 45. § (4)
bekezdésével 6sszhangban keriilt kivitelezésre; engedélyszam: XV 1/03047-2/2008.

I11.3.1.  Decorin-null egerek

A decorin-deficiens egerek létrehozasat mar korabban leirtak [27]. Roviden
Osszefoglalva; a decorin gén 2 exonjaba célzott modon egy PGK-Neo kazettat épitettek,
mely azt miikodésképtelenné tette. Az indukalt mutaciot hordozd, heterozigota C57B1/6
néstény és him egereket addig kereszteztiik, amig a homozigota allapotot el nem értiik.
Az 1jsziilott allatok genotipusat PCR segitségével ellendriztiik. Ehhez egérfarokbol
izolaltunk DNS-t. A PCR-t 3 primer segitségével végeztiikk el, szenz és antiszenz
primerekkel, amelyek a decorin 2 exonjara voltak specifikusak, illetve egy a PGK-Neo
kazettara volt illeszkedd. A PCR termékeket 2%-os agar6z gélen futtatva ellendriztiik és

értékeltiik [27].

I1l.3. 2.  Kisérletes hepatokarcinogenezis indukdldsa

A cirrhotikus talajon kialakuld6 mdjdaganat kisérletes indukéalasdhoz egy hdénapos
C57Bl/6 him egereket hasznaltunk. 15 vad tipusu, és 15 Dcn’/ allatot kezeltiink az
ivoviziikben oldott tioacetamiddal (TA) (150 mg/l-es koncentracioban), amelyet az
egerek 7 honapon keresztiil kaptak. Kontroll csoportoknak a kezelt allatokkal egyidds,
kezeletlen, azonos genetikai hattérrel rendelkez6 egereket hasznaltunk. Az egereket a 7
honap leteltével, éteres altatasban végzett cervicalis diszlokacioval terminaltuk.

A nem cirrhotikus hepatokarcinogenezis vizsgalatahoz a 15 napos egerek egyszeri,
nagy dozisu dietil-nitrézamin (DEN; 15 pg/testtomeg gramm) intraperitonealis
injektalasaval indukaltunk daganatokat. A kisérlet végén 10 vad tipusu és 10 Dcn”/
egeret, és 5-5 kezeletlen kontroll allatot hasznaltunk fel. A hepatocellularis karcindbma

az injektalast kovetd 9. honapban jelent meg az allatokban.
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Az allatok testtomegét, majtomegét és a maj felszinén lathatd, makroszkoposan
megszamolhaté tumorszdmot mértiik és regisztraltuk a terminacio soran. Az eltavolitott
egyes majak egyik felét folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd -80 °C-on taroltuk,
mig a majak masik felét 10%-0s formaldehid oldatban fixaltuk, és paraffinba agyaztuk
(4. abra). A fagyasztott mintak szolgaltak a fagyasztott metszetek, a fehérje-, és az RNS
mintak alapjaul a tovabbi vizsgélataink soran, mig a formalin fixalt, paraffinba dgyazott
mintakbol késziilt szOvettani metszeteket vagy hematoxilin-eozin (HE) festést, vagy
immunhisztokémiai festéseket kovetd morfologiai vizsgéalatokban hasznaltuk fel. A
tumorok térfogatanak meghatarozasahoz a HE festett metszeteket Panoramic Scan
késziilékkel (3D Histech Ltd., Budapest, Hungary) beszkenneltiik, majd a daganatok
hosszat és szélességét a Pannoramic viewer program (3D Histech Ltd.) segitségével
hataroztuk meg. A tumor térfogatot az aldbbi képlet alapjan szamoltuk ki: V =

(szélesség (mm)? x hossz (mm)*m) / 6.

Vad tipust és Dcn -/- C57BL/6 egerek
kezelése hepatokarcinogén szerekkel:
- TA: ivévizbe, 7 honapon keresztiil
- DEN: IP 15 naposan, termindlas

9 honapnal

N\,

Terminacio, maj

eltavolitasa
/
»I
Formalinos fixalas, Fagyasztas folyékony
paraffinos beagyazas N,-ben
-  FFPE - Fagyasztott
immunhisztokémia immunhisztokémia

- Western blot
- Real-time PCR

4. abra: Az allatkisérletek metodikaja, az allatkisérletes vizsgalati mintak

létrehozasa
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I1. 4. Molekularis vizsgalatok

I11.4.1. Real-time PCR

Az RNS-t a fagyaszott majszovetbdl és a TRI reagensben felvett sejtekbdl izolaltuk.
Majszovet esetén folyékony nitrogénben torténd szovetporitast kovetden a teljes szoveti
RNS-t RNeasyMini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével tisztitottuk ki, a gyartoi
leirasnak megfeleléen. A kinyert RNS mennyiségét ¢&s tisztasagat ND-1000
spektrofotométerrel hataroztuk meg (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA).
Az RNS integritasat és méretbeli eloszlasat Experion RNA Chip-ek segitségével,
Experion Automated Electrophoresis Station késziiléken vizsgaltuk (Bio-Rad, Hercules,
CA). Az in vitro kisérletekb6l szarmazo6 sejtekbdl a TRI reagens (Sigma-Aldrich)
gyartdi utasitasai szerint izolaltuk az RNS-t. Komplement DNS-t (cDNS) az M-MLV
Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen/Thermo Fisher) segitségével készitettiink 1 pg
tisztitott RNS-bdl. A real-time PCR-t az ABI Prism 7000 Sequence Detection System,
illetve StepOne Plus késziilékén végeztiik el (Applied Biosystems/Thermo Fisher) az
alabbi egér célgéneket vizsgalva (TagMan Gene Expression Assays):

- p2IWARVCIPL(CDKN1A, Assay ID: Mm00432448_m1)

- AP4 (Assay ID: Mm00473137_m1)

- gluthamine synthetase (Assay ID: Mm00725701 s1)

- AFP (MmO00431715_m1l)

- endogén kontrollnak: 18S rRNS (Part No. 4319413E)

Minden mintat triplikatumban vizsgaltunk 96 lyukt PCR plate-n. Egy reakcid
végtérfogata 20 pl volt, amelybe 50 ng cDNS-t mértiink és TagMan Universal PCR
MasterMix-et (Part No. 4324018, Applied Biosystems by Life Technologies)
hasznaltunk fel. A PCR reakci6 hdmérséklet beallitasai a kovetkezdk voltak:

- denaturacio, 95 °C, 10 perc, 1x

- amplifikaci6 (40x):

o denaturacio, 95 °C, 15 masodperc

o annelécio: 60 °C, 1 perc

Az eredményeket Ct értékekben kifejezve kaptuk, a relativ expressziot a 24

modszerrel szamoltuk ki.
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I1l.4.2.  RTK array és Western blot

A 48 oras kezelést kovetden a sejteket a T25-6s tenyésztéflaskakbol sejtkapardval, 1
ml lizispufferben gyijtottik 6ssze (20 mM TRIS pH 7,5, 2 mM EDTA, 150 mM NacCl,
1% Triton-X100, 0,5% Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) 2 mM NazVOs, 10
mM NaF). A mintakat szonikatorral homogenizaltuk, majd 30 percig jégen inkubaltuk.
Fagyasztott szovetmintak esetén folyékony nitrogénben, fagyasztva poritassal tortént a
homogenizalas. Ezutan 15 000 g-n, 5 perc centrifugalas utan (szoveti mintak esetén 20
perc), a felilliszoban Bradford protein assay segitségével (Bio-Rad)
spektrofotometriasan, 595 mn-en fehérjekoncentraciot mértiink.

A tirozin kindz receptorok aktivitasanak méréséhez a receptorok relativ
foszforilaltsagat vizsgaltuk Proteome Profiler Array segitségével (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), a gyartéi instrukciok mentén. Mintatdl és vizsgalattol
fliggden, a gyartoi ajanlasnak megfeleléen 200-300 pg Osszfehérjét adtunk minden
egyes foszfo-RTK membranhoz. A szignalok el6hivasdhoz SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate Kit-et hasznaltunk (Pierce/Thermo Fisher), majd az igy
kapott kemilumineszcens jeleket a Kodak Image Station 4000MM Digital Imaging
System késziilékkel rogzitettiik.

Western blot vizsgalatokban 20 ug osszfehérjét (1,5 v/v% B-mercaptoetanol mellett
denaturalva, 99 °C, 5 perc) 10%-0s, SDS-t tartalmazo6 poliakrilamid gélen valasztottunk
el (200 V, 30 perc), Mini Protean elektroforézis késziilékben (Bio-Rad), majd
ugyancsak Bio-Rad késziiléken PVDF membranra (Merck Millipore, Burlington, MA)
blottoltuk (75 mA, 4 °C, 16 h).

Ponceau festéssel allapitottuk meg a blottolas hatékonysagat. Egy oras, 5 w/v%
tejporos blokkolast kovetéen (Nonfat dry milk TBS-ben oldva (Bio-Rad)) a
membranokat 16 oran at, 4 °C-on inkubaltuk a megfeleld elsddleges ellenanyagokkal.
B-actin immunjelolést alkalmaztunk, mint betoltési (loading) kontroll. A membranokat
0,05 v/v% Tween-20-t tartalmazo TBS-sel mostuk 5 alkalommal, 5 percig, majd a
megfeleld masodlagos ellenanyagot adtunk a mintdkhoz 1 orara. Az el6zdekben is
alkalmazott, 5x5 perc mosast kovetden, SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate Kit-tel (Pierce/Thermo Scientific) hivtuk el a membranokat, a jeleket a
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Kodak Image Station 4000MM Digital Imaging System késziilékkel detektaltuk. Az

alkalmazott ellenanyagok listaja a megfeleld higitasokkal a 2. tablazatban talalhaté meg.

I.4.3. Decorin és PDGF AB interakcios kisérlet

Az altalunk eléallitott humén rekombinans decorint nitrocelluldéz membranon
immobilizaltuk dot blot késziilék segitségével (Millipore), kb. 2 pg/well mennyiségben
az elsé wellekben, majd felez6 higitasi sorban. A nitrocellul6z membrant a kisérletnek
megfeleld moédon vagtuk szét tobb, kisebb membranra. Ezt kdvetéen a membranokat
3% wiv tejpor oldattal (Nonfat dry milk TBS-ben oldva; Bio-Rad) blokkoltuk, majd 4
pg/ml PDGF AB-val (TBS-ben; ab73228; AbCam) 16 6ran at, 4 °C-on inkubaltuk a
megfelelé membranokat. Mosast kovetéen anti-PDGF AB elsédleges ellenanyaggal
inkubaltuk (ab73228; AbCam) 16 6ran at, 4 °C-on. Végiil HRP-konjugalt méasodlagos
ellenanyagot adtunk a mebranokhoz 1 o6rara, ¢és SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate Kit-tel (Pierce/Thermo Scientific) hivtuk elé Oket. A
szignalok rogzitését és értékelését a Kodak Image Station 4000MM Digital Imaging
System késziilékkel végeztiik.
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2. tablazat. A WB, dot blot és IHC vizsgalatokban felhasznalt ellenanyagok

Antigén specifikacio Higitas  Higitas
Katalogus IHC- WB-hoz /
Tipus Gyarto*
szam hez / Dot
IC-hez  blothoz
Decorin Kecske R&D Systems AF1060  F:1:50  1:500
poliklonalis
A Nyul gisongs
B-actin v Cell Signaling 4967s - 1:2000
poliklonalis
Nyul
c-Myc - Abnova PAB 18101 P:1:50 1:500
poliklonalis
Nyul 3
Foszfo-c-Myc (Thr58) i Thermo Fisher PA1-14268  P:1:50 1:1000
poliklonalis
, . Nyul . .
p44/42 MAP Kinase § Cell Signaling 9102 - 1:1000
poliklonalis
HOuiD pUIZMAT il Cell Signaling 4370 - 1:1000
Kinaz (Thr202/204) monoklonalis
. Nyl .
B-Catenin L Atlas Antibodies HPA-029159 P:1:50  1:1000
poliklonalis
- —
Fossto f-Catestin Nydl Cell Signaling 9561 < 1:1000
(Ser33/34/Thr41) poliklonalis
p217a1Cil Nyl Abcam ab7960  P:1:50  1:200
poliklonalis
Kipl Egér :
p27™® Biosource AHZ0458 - 1:1000
monoklonalis
Nyl N
Pan-Akt - Cell Signaling 4691 - 1:1000
monoklonalis
Nyul e
Foszfo-Akt (Thr308) : Cell Signaling 2965 - 1:500
monoklonalis
GSK3p Nyal Cell Signaling 9315 - 1:1000
monoklonalis
Foszfo-GSK3u/p Nyul
‘ . . Cell Signaling 9331 - 1:1000
(Ser21/9) poliklonalis
Nyl g
Foszfo-Rb (Ser780) 3 Cell Signaling 9307 - 1:500
poliklonalis
Nyl : .
Foszfo-Rb (Thr821) ‘ Sigma-Aldrich R4153 - 1:500
poliklonalis
Nyul
Foszfo-CDK1 (Tyr9) . Novus nbp1-19966 - 1:500
poliklonalis
Kecske
PDGFRa R&D Systems RD-AF1062 - 1:1000
poliklonalis
Nyl g
PDGFRu v Cell Signaling 3174 1:50 :
monoklonalis
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Kecsk
PDGF AB seske Abcam ab50201 = 1:500
poliklonalis
Egér
p-Y = R&D Systems RD-MAB1676 1:50 1:1000
monoklondlis
Masodlagos Higitas  Higitas
ellenanyagok Katalogus IHC- WB-hoz/
Tipus Gyarto*
szam hez / Dot
IC-hez blothoz
Antuyol Kecske:  pakocitomation P 0448 1:200  1:2000
immunglobulin/HRP poliklonalis
Anti-kecsk Nyul . .
RO . DakoCitomation P 0449 - 1:2000
immunglobulin/HRP poliklonalis
Anti-nyul Kecsk . :
S . DakoCitomation E 0432 1:200 -
immunglobulin/biotin poliklonalis
Alexa Fluor 488 anti- ;
exa Fiuor 498 amt Szamér Invitrogen A-11055 1:200 g
kecske IgG
Alexa Fluor 555 anti- s
exa B ant Szamar Invifrogen A-31572 1:200 -
nyul IgG

* R&D Systems Minneapolis, MN, DakoCitomation Glostrup Denmark, Invitrogen/Life
Technologies Carlsbad CA, Abcam Cambrige UK, Cell Signaling Technology Danvers,
MA, Abnova Taipei Taiwan, Thermo Fisher Rockfort IL, Atlas Antibodies Stockholm
Sweden, Sigma-Aldrich St. Louis, MO, Calbiochem/Millipore Billerica MA.

29



DOI:10.14753/SE.2019.2252

I11. 5. Morfologiai technikdk és egyéb immunoldgiai modszerek

1. 5. 1. Immuncitokemia

A sejteket 6 lyuku plate-ben tenyésztettiik, steril iiveg fedélemezre ndvesztettiik,
majd 24 oras szérum éheztetést kovetden 48 oran at kezeltiik ket 0, 50 és 100 pg/ml
decorinnal, (lasd korabban). A kisérlet végén a sejteket hideg, tomény metanollal
fixaltuk (-20°C, 10 perc). A fed6lemezeket 0,05% Tween 20 tartalma PBS-sel (PBST)
mostuk, az aspecifikus kotéhelyeket 5% szérum albuminnal (BSA) blokkoltuk (PBS-
ben oldva, Sigma-Aldrich). A sejteket 16 6ran at 4°C inkubaltuk a megfeleld elsddleges
ellenanyagokkal. Ezt kdvetden a sejteket tartalmazo feddlemezeket 5x5 percig mostuk
PBST-vel, majd megfeleld fluoreszcens masodlagos ellenanyaggal (lasd 2. tablazat) és
4'-6'-diamidino-fenilindol-lal (DAPI, 1:200, D8417, Sigma-Aldrich) inkubaltuk egy
oran at, szobahdmérsékleten. Az utolsd6 mosasi 1épés utan fluoreszcens feddanyaggal
(Dako, Glostrup, Denmark) fedtiik a mintékat és rogzitettiik oket a targylemezeken. Az
értékeléshez epifluoreszcens mikroszkopot (Nikon Eclipse E600) hasznaltunk.

1l.5. 2. Immunhisztokéemia

A formalinban fixalt, paraffinba agyazott metszeteket xilollal, majd leszallo
alkoholsorral, végiil 5 perc dH20-ban torténd inkubdlassal rehidraltuk. Az antigén
feltarast kuktaban, magas homérsékleten €s nyomason végeztiik, TRIS-EDTA puffer
(10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 0,05% Tween 20, pH 9) jelenlétében, 20 percig. A
lehtilést kovetden 0,05% Tween 20 tartalma PBS-sel (PBST) mostuk a metszeteket, 3x5
percig. Ezutan blokkoltuk az endogén peroxidaz aktivitast 10%-0s, metanolban oldott
H20: oldattal, 10 percig. Az aspecifikus kotohelyeket 1 oran keresztiil blokkoltuk, 5
w/v% BSA-val, PBS-ben oldva, amely 10% normal szérumot is tartalmazott. A
mintakat ezutan 16 oran keresztiil 4°C-on inkubaltuk az elsédleges ellenanyagokkal.
PBST-vel torténd mosast kovetden a megfeleld masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk a
lemezeket (lasd 2. tablazat), 1 6ran at, szobahdémérsékleten. A biotinilalt masodlagos
ellenanyagok esetén a jelerdsitést a Vectastain ABC kit (Vector Laboratories,

Burlingame, CA) segitségével végeztiik a gyartéi utasitasok alapjan, amit 3,3-
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diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) szubsztrat kromogén oldat (Dako)
hozzaadasaval hivtunk elé. Viztelenités és fedés el6tt hematoxilin  hattérfestést
alkalmaztunk.

A fagyasztott metszeteken készitett fluoreszcens immunfestéshez a mintakat hideg,
tomény metanollal fixaltuk (-20°C, 20 perc). Ezt kovetden PBST-vel mostuk 6ket, majd
az aspecifikus kotéhelyeket 5 w/v% BSA-val blokkoltuk 1 oran keresztiil, amely 10%
normal szérumot is tartalmazott. Az elsédleges ellenagyaggal torténd inkubalas és
mosas utan (amelynek 1épései a paraffinos mintdkon torténtekkel megegyezdk voltak), a
megfeleld masodlagos, fluoreszcensen jelolt ellenanyaggal inkubaltuk a metszeteket 1
oran at szobahdmérsékleten, a sejtmagok festéséhez DAPI-t hasznaltunk. A végso
mosast kdvetden fluoreszcens feddanyaggal (Dako) lefedtiik a mintakat, a mikroszkopos
képeket Nikon Eclipse E600 mikroszkoppal készitettiik a Lucia Citogenetics 1.5.6
verzidju szoftver segitségével, vagy konfokalis 1ézer scanning mikroszkoppal fotdéztunk
(MRC-1024, Bio-Rad). A felhasznalt ellenanyagok a 2. tablazatban keriiltek

Osszefoglalasra.

I1.5.3.  TGF-p1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

A sejtvonalak tapfolyadékat a 48 oras kisérleteket kovetden leszivtuk a sejtekrol,
alacsony fordulaton lecentrifugéaltuk, a feliiliszét pedig fagyasztoban, -80°C-on,
taroltuk a tovabbi vizsgalatainkhoz. Ebbdl a felilluszobol mértiink TGF-B1
koncentraciot az R&D Systems ,.Solid Phase Sandwich ELISA Kit” segitségével
(Quantikine R&D Systems, Minneapolis, MN, USA, kat. szam: DB100B) a gyartoi
ajanlasoknak megfelelden. 50 pl médiumot mértiink az egyes well-ekbe, és minden

mintat triplikdtumban vizsgaltunk.

[11. 6. Statisztikai analizis
Minden statisztikai analizist a GraphPad Prism 4.03 szoftver segitségével végeztiink

el. Az adatok normadl eloszlasat a D’Agostino & Pearson teszt segitségével vizsgaltuk.

A kapott kiilonbségek szignifikancidjanak megallapitasat az adatok eloszlasatol fiiggéen
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nem parametrikus, Mann-Whitney probaval, vagy Student-féle t-teszttel végeztik. A
vad tipust, és Dcn knock-out csoportok tumor-el6fordulasanak kiilonbségeit, és az
eltérések szignifikancidjat y-négyzet probaval értékeltilk. Az egymastol fiiggetleniil
elvégzett, ismételt kisérletek eredményeinek Osszevetésével igazoltuk a kisérletek
reprodukélhatosagat. Csak az ismételhetd, szignifikdns eltéréseket tartottuk valoban
szignifikdnsnak. A szignifikancidt a gyakorlatban is altalanosan hasznalt p < 0,05

szinten allapitottuk meg.
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IVV. EREDMENYEK

V. 1. In vitro kisérletek eredményei

IV.1.1. A decorin gatolja a kiilonbozé hepatoma sejtvonalak proliferaciojat

A decorin proliferacié gatld hatasanak vizsgalatat MTT teszttel végeztiik az egyes
sejtvonalakon. A 5. abra azt mutatja, hogy a négy vizsgalt sejtvonalbol harom esetében
sikeriilt szignifikans proliferacié csokkenést igazolnunk. Novekedésgatlast tapasztaltunk
24 o6ras kezelést kovetéen a Hep3B sejteknél, és ez a hatds hossztdvon fennmaradt.
Hasonlé hatést észleltiink a HepG2 esetén is, bar 48 o6ranal nem egyértelmi a gatlas
mértéke. A HUH7 sejtek esetén a decorin proliferacid gatld hatasat csak 48 oras kezelés
utan figyeltiik meg. A HLE sejtekben pedig mivel csak kismértékii, nem-szignifikans

csokkenést tudtunk kimutatni, a decorin gatlo hatasa itt csak mérsékelten érvényesiilt.
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5. Aabra. A vizsgalt hepatoma sejtvonalak proliferacids ratija a kezeletlen
kontrollhoz hasonlitva decorin kezelést kovetéen (DCN100 = 100 ug/ml
decorin). Az értékek a mérési adatok normalizalt atlagai + széras. *p < 0,05;

**p < 0,01; ***p < 0,001.
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IV.1.2. A decorin hatasa a jelatviteli utvonalakra hepatoma sejt-specifikus

IV.1. 2. 1. Decorin hatasa a TGF-f1 szekréciora

A TGF-B1 szekréciot ELISA modszerrel vizsgaltuk a sejtek feliiluszojabol. Az 6.
abra mutatja be a mért TGF-f1 koncentraciot az egyes sejtvonalak médiumaban a 48
oras 50 és 100 pg/ml-es decorin kezelést kovetden a kezeletlen kontroll sejtekhez
képest. A HepG2 sejtekben 49%-os és 21%-0s, szignifikans csokkenést mértiink a
DCN50 és DCN100 decorin kezelt csoportokban (*p < 0,05). A Hep3B és HLE

36% csokkenést tapasztaltunk a DCN50 és DCN100 csoportokban a Hep3B sejtek
esetén (**p < 0,01, *p < 0,05), mig a HLE sejteknél 68% ¢és 53% volt a TGF-B1 szint
visszaesés a kezelés hatasara (*p < 0,05). Ugyanakkor a HUH7 sejtek decorin kezelését

kovetden szignifikdns valtozast a szekretalt TGF-B1 koncentrdcidban nem tudtunk

kimutatni.
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6. abra. Az oszlopdiagram a normalizalt, szekretalt TGF-p1 szintet mutatja 48
oras decorin kezelést kovetoen a vizsgalt hepatoma sejtvonalak médiumaiban.

*p <0,05; **p <0,01
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IV. 1. 2. 2. Decorin hatdsa a jelatviteli folyamatokra az egyes sejtekben

A decorin in vitro hatasanak vizsgalataban tirozin kinaz receptorok, sejtciklus
szabalyozo fehérjék és foszfoproteinjeik, illetve olyan jelatviteli tutvonalak fo
komponenseinek vizsgalatat végeztiik el, amelyek kozismerten szerepet jatszanak a
HCC progresszidjaban, vagy a decorinnal korabban mar osszefiiggésbe hoztak dket [35,
73-75].
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7. abra. Foszfo-tirozin kinaz receptor array eredmények a HepG2, Hep3B és
HuH7 sejtvonalakon 48 éras decorin kezelést kovetéen. A diagramok az egyes,
detektalt receptorok foszforilacidjanak mértékét mutatjak a kezelt sejtekben,

normalizalva a kezeltelen kontrollhoz. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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IV.1.2.2. 1. A HepG2 sejtvonal

A HepG2 sejteken a vizsgalt sejtfelszini RTK-k koziil egyediil az EGFR volt aktiv
(7. abra). A foszfo-EGFR szintje jelentésen lecsokkent 48 h decorin kezelést kovetden,
koncentraciofiiggd modon (7. abra). A pEGFR szintje 48%-kal csokkent a DCN50-es
csoportban, és 84%-kal a DCN100 kezelt sejteknél a kezeletlen kontroll populdcidhoz
viszonyitva (p < 0,001, 7. abra).

Ugyanezen sejteken, parhuzamosan az EGFR foszforilacié csokkenésével, az ERK1,
¢s ERK2 defoszforilacigjat figyeltiik meg. A p-ERK1 esetén 30% (p < 0,001) és 22%-0s
csOkkenést regisztraltunk a DCN50 és DCN100 csoportokban, mig a p-ERK2 79% és
64%-kal csokkent a DCN50 és DCNI100 kezelési csoportokban a kontroll sejtekhez
képest (p < 0,01 mindkét csoportban, 8. abra). Az tvonal aktivitasanak megfeleléen a
p21WAFLCIPL fehérie mennyisége 4,8-szorosara és 3,7-szeresére emelkedett a DCNS0 és
DCN100 csoportokban (p < 0,01), mig a p27<I*! szintje 1,74-szeresére és 1,5-sz6rdsére
novekedett a DCN50 és DCN100 kezelési csoportokban a kontrollhoz képest, 48 orat
kovetden (p < 0,01 és p < 0,05, 8. abra).
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8. abra. HepG2 sejtek néhany Kitiintetett jelatviteli fehérjéinek Western blot
analizise 48 oras decorin kezelést kovetéen. Béta-actint hasznaltunk betoltési
kontrollnak (A). Az oszlopdiagramok a vizsgalt fehérjék relativ mennyiségét

mutatjak be a DCNS0 és DCN100 kezelési csoportokban a kezeletlen kontrollhoz
képest (B). Az abrazolt értékek az normalizalt adatok atlaga + szoras.

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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A tovabbi jelatviteli Gtvonalak és szerepldik koziil a c-Myc, GSK3a/p és B-catenin
aktivitasat vizsgaltuk a korabbi megfigyelések, és az irodalmi adatok alapjan (8. abra).
A decorin hozzdadasa a HepG2 sejtekhez csokkent GSK3a/B foszforilaciot okozott,
valamint megemelkedett foszfo-B-catenin mennyiséghez vezetett. A GSK3a
foszforilacidja 15% ¢és 44%-kal csokkent a DCN50 és DCN100 csoportokban a
kontrolhoz képest (p < 0,05 és p < 0,01), mig a foszfo-GSK3p mennyisége 39% ¢s
50%-kal csokkent a kezelt csoportokban (p < 0,001 mindkét esetben). Ekozben a
[-catenin foszforilacidjanak 2,1-szeres és 2,4-szeres emelkedését figyeltilk meg a kezelt
csoportokban a kontrollhoz képest (p < 0,01 mindkét csoportban). Ezen felill a
foszfo-c-Myc mennyisége is nétt; 2,5-szo6rosére a DCN5S0 és 4,7-szeresére a DCN100
csoportokban (p < 0,05 és p <0,01; 8. 4bra).

A fenti eredmények kiegészitéseként, a [B-catenint eltinni lattuk a HepG2 sejtek
magjabol, annak lokalizacidja jellemzéen a sejtmembranra korlatozddott az

immuncitokémiai vizsgalatok soran 48 6ranyi decorin kezelés hatasara (9. abra, A, B).

Kezeletlen kontroll DCN100

HepG2

HLE

9. abra. p-catenin lokalizacio reprezentativimmuncitolégiai képei a kezeletlen
kontroll (A, C) és decorin kezelt (DCN100; B, D) HepG2 (A, B) és HLE (C, D)
sejtekben. Lépték =10 pm (A, B) and 50 pm (C, D)
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IvV.1.2.2.2. A Hep3B sejtvonal

A Hep3B sejteken a human rekombinans decorin kezelés hatdsaira EGFR, InsR és
IGF-IR foszforilacio-valtozast detektaktunk a tirozin kinaz array-en (7. abra). A HepG2-
h6z hasonlé moédon, az EGFR foszfoprotein szignifikans csokkenését figyeltilk meg
(13% ¢és 49%-0s foszfo-EGFR csokkenés). Ezzel szemben az InsR és IGF-IR
receptorok aktivaciojaban fokozodast tapasztaltunk. Amig a pInsR 1,56-szorosara nétt a
DCN350 csoportban a kezeletlen kontrollhoz képest (p < 0,05), a DCN100 csoportban
¢észlelt novekedésben szignifikanciat nem tudtunk kimutatni. Az IGF-IR esetén is
hasonld volt a tendencia, 23%-0s novekedést lattunk a foszforilacioban a DCNS50
csoportban a kontrollhoz viszonyitva (p < 0,05), ugyanakkor a DCNI100 kezelési
csoportban a receptor aktivacio nem emelkedett statisztikailag szignifikans modon (7.
abra).

Az IGF ¢és inzulin receptorok aktivaciojaval parhuzamosan jelentés novekedést
figyeltiink meg az Akt foszforilaciojaban a fehérje 308-as treoninjan. 10,8-szoros és 9,7-
szeres foszfo-Akt novekedést tapasztaltunk a DCNSO és DCNI100 csoportokban a
kontroll sejtekben mértekhez képest (p < 0,01 és p <0,001) (10. abra).

Amig az ERK1 foszforilacidjaban 37%-os novekedést detektaltunk mindkét kezelt
csoportban (p < 0,05 a DCNS50 csoportban és nem szignifikans a DCN100 esetében),
addig szignifikans valtozast az pERK2 szintjében nem figyeltiink meg.

Sem a kezeletlen kontrollbdl, sem a decorin kezelt Hep3B sejtekbdl nem tudtunk
p21WAFLCIPL gt kimutatni, ugyanakkor a p27X"! fehérje mennyisége szignifikans
emelkedést mutatott 48 ora decorin kezelést kovetden: 71%-o0s és 76%-os emelkedést

tapasztaltunk a DCN50 és DCN100 csoportokban (p < 0,01 és p < 0,001) (10. abra).
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10. abra. Hep3B sejtek Kitiintetett jelatviteli fehérjéinek Western blot analizise
48 oras decorin kezelést kovetoen. Béta-actint hasznaltunk betdltési kontrollnak
(A). Az oszlopdiagramok a vizsgalt fehérjék relativ mennyiségét mutatjak be a
DCNSO0 és DCN100 kezelési csoportokban a kezeletlen kontrollhoz képest (B). Az
abrazolt értékek az normalizalt adatok atlaga + szoras.

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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A GSK3a foszforilacioja nem valtozott decorin kezelés hatasara a kontroll sejtekhez
képest, azonban a foszfo-GSK3p mennyiségében kis mértékli 26%-os és 12%-0S
emelkedést mutattunk ki a DCN50 és DCNI100 csoportokban (p < 0,05 mindkét
esetben). Szignifikans valtozast sem a foszfo-c-Myc, sem a foszfo-B-catenin
mennyiségében nem tapasztaltunk a decorin kezelést kovetéen a Hep3B sejtekben (10.
abra).

Mivel a Hep3B sejtek TP53 és RB mutansok, emiatt a sejtek bizonyosan
keresztiiljutnak a G1 fazis restrikcids pontjan. Ezért olyan sejtciklus regulatort
kerestiink, amely a G1 fazis utan kovetkezik. Western blot segitségével kimutattuk,
hogy a decorin kezelés indukalja a CDKI1 foszforilaciojat; 2,42-szoros emelkedést
tapasztaltunk a foszfo-CDK1 mennyiségében a DCNS50 csoportban, mig 2,04-Szoros
novekedést a DCN100 kezelt csoportban (p < 0,01 mindkét csoportban, 11. abra, A).
Ezzel parhuzamosan a WEE1 35%-0s mRNS expresszios novekedését mértiik a DCN50
kezelési csoportban (p < 0,05), és a CDC25A 23%-os csokkenését tapasztaltuk szintén a
50 pg/ml-es decorin koncentracioval kezelt Hep3B sejteknél (p < 0,01, 11. abra, B). A
DCN100 csoportban a valtozas egyik esetben sem Vvolt szignifikans (11. abra, B).

41



DOI:10.14753/SE.2019.2252

>
v

WEE1

1,40

oo . .

pCDK1 CDC25A

Normalizalt mRNS expresszio
o
3

Kontroll  DCN50 DCN100

W
o
S

3

N
w
o

* k¥

g
=)
S

:_‘ ~
=
s}

o
wv
o
Normalizalt mRNS expresszid

Normalizalt fehérje
foszforilacio mennyiség
N
wv
o

N

Kontroll DCN50 DCN100 Kontroll  DCN50  DCN100

o
o
S

11. abra. Hep3B sejtek foszfo-CDK1 Western blot (A), valamint WEEL1 és
CDC25A Real-time PCR analizise 48 oras decorin kezelést kovetéen (B). A
diagramok a denzitometrias mérésébol szarmazo normalizalt értékeit (A), és a
megjelolt gének normalizalt mRNS expressziojat mutatjak (B). Béta-actint
hasznaltunk beto6ltési kontrollnak. Az abrazolt értékek az normalizalt adatok

atlaga + széras. *p <0,05; ** p <0.01

IV.1.2.2.3. A HuH7 sejtvonal

A HuH7 sejteken, a Hep3B-hez hasonloan, aktivalt EGFR, InsR és IGF-IR
receptorok talalhatoak. Az EGFR foszforilacioja decorin kezelést kovetden dozisfiiggd
modon, szignifikdnsan csokkent 20%-kal, illetve 42%-kal. Az InsR és IGF-IR
receptorok foszforilacigja szintén megvaltozott a kezelést kovetden, azonban
szignifikans eltérést csak a DCN100 csoportban tudtunk kimutatni; a foszforilacid
mértéke 34%-kal csokkent az InsR, és 28%-kal az IGF-IR esetében (p < 0,05 mindkét
esetben) (7. abra).

Elobbieknek megfeleléen, a foszforilalt Akt mennyisége is lecsokkent a decorin
kezelt sejtekben; a DCN50 csoportban 44%-kal, a DCN100 csoportban pedig 82%-Kkal
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kevesebb foszfo-Akt-ot tudtunk kimutatni, mint a kezeletlen kontroll sejtekben (p <
0,001 mindkét esetben). Mindezzel szemben jelentds ERK aktivaciot detektaltunk a
kezelést kovetéen a HUH7 sejtekben. 2,80-szoros és 3,93-szoros novekedést figyeltiink
meg az foszfo-ERK1 mennyiségében a DCN50 és DCN100 csoportokban (p < 0,001 és
p < 0,01), mig 12,74-szoros és 19,83-szoros volt a pERK2 emelkedés a kezelt
csoportokban a kontrollhoz képest (p < 0,001 mindkét esetben). A p21WAFY/CIPL CDK
inhibitort sem a kontroll, sem a kezelt HUH7 sejtekbél nem tudtuk kimutatni, és a

p27XPL esetében is csak kis mértékii, nem szignifikans valtozast figyeltiink csak meg
(12. abra).
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12. abra. HUH7 sejtek Kkitiintetett jelatviteli fehérjéinek Western blot analizise
48 oras decorin kezelést kovetoen. Béta-actint hasznaltunk betoltési kontrollnak
(A). Az oszlopdiagramok a vizsgalt fehérjék relativ mennyiségét mutatjak be a
DCNSO0 és DCN100 kezelési csoportokban a kezeletlen kontrollhoz képest (B). Az
abrazolt értékek az normalizalt adatok atlaga + szoras.

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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A GSK3 foszforilacié azonban nagyon hasonlé mintazatot mutatott, mint az InsR és
IGF-IR receptorok foszforilacioja. A foszfo-GSK3a mennyisége a DCN50 csoportban
szignifikdnsan nem valtozott, mig a DCN100 csoportban 61%-kal lecsokkent (p < 0,05).
Ezzel parhuzamosan, a GSK3p foszforilacio a DCNS50 csoportban habar megemelkedett
32%-kal (p < 0,05), a DCN100 kezelési csoportban foszfo-GSK3a-hoz hasonléan
latvanyosan, 62%-kal lecsokkent (p < 0,001). Az fentieck mellett jelentds c-Myc
foszforilaciot detektaltunk a 48 oras decorin kezelés hatasara. 3,17-szoros emelkedést
figyeltiink meg a DCNS50 csoportban (p < 0,001) és 2,92-szoros névekedést a DCN100
csoportban a kezeletlen kontrollhoz képest (p < 0,01). Foszforilalt B-catenint a HuH7

sejtekbol nem sikeriilt kimutatnunk (12. abra).

IV.1.2.2. 4. A HLE sejtvonal

A HLE sejteken nem tudtunk aktiv, foszforilalt tirozin kindz receptort kimutatni.
Ezen megfigyelés ellenére jelentds valtozast tapasztaltunk az Akt foszforilacidjaban;
66%-0s és 64%-0s csokkenést a DCN50 és DCN100 csoportokban a kontroll sejtekhez
viszonyitva (p < 0,001 mindkét csoportban). Ugyanakkor érdemi valtozast az ERK1/2
foszforilacidjaban nem figyeltink meg. Amig a p27X"! nem véltozott a decorin
jelenlétében, a p21WAFYCIPL mennyisége szignifikins modon megemelkedett (2,45-
szoros novekedés a DCNS50 és 1,82-szoros emelkedés a DCN csoportokban (p < 0,05 és
p <0,01) (13. abra).
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13. abra. HLE sejtek Kitiintetett jelatviteli fehérjéinek Western blot analizise 48
oras decorin kezelést kovetoen. Béta-actint hasznaltunk betoltési kontrollnak (A).
Az oszlopdiagramok a vizsgalt fehérjék relativ mennyiségét mutatjak be a DCN50
és DCN100 kezelési csoportokban a kezeletlen kontrollhoz képest (B). Az abrazolt

értékek az normalizalt adatok atlaga + szoras.

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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A GSK3 fehérjék foszforilacidjaban enyhe csdkkenést tapasztaltunk; a GSK3a
foszforilacidja 4% és 17%-kal csokkent a kezelt csoportokban (p < 0,05 a DCN100
csoportban), a foszfo-GSK3p pedig 8% ¢és 12%-kal lett kevesebb a DCN50 ¢s DCN100
csoportokban a kontroll populacidhoz képest a kezelés hatasara (p < 0,05 a DCN100
csoportban). Amig a c-Myc foszforildciojaban nem tudtunk valtozast kimutatni a
DCNS50 csoportban, a magasabb kezelési koncentracié hatasara 37%-os novekedést
figyeltiink meg (p < 0,001). Végezetiil, jelentds B-catenin foszforilaciot detektaltunk a
HLE sejtekben a decorin kezelés hatasara; 2,76-szoros ndvekedést a DCNS0
csoportban, ¢s 3,07-szoros novekedés a DCN100 csoportban a kezeletlen kontrollhoz
képest (p<0.005 mindkét esetben) (13. abra). A B-catenin mennyiségi csokkenését

immunhiszokémia segitségével is sikeriilt alatamasztanunk (9. abra C, D).

A 3. tablazatban Osszefoglaltuk a hepatoma sejtekben tapasztalt, decorin okozta

jelatviteli valtozasokat.
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3. tablazat: Decorin kezelés indukalta molukuliris valtozasok az egyes

hepatoma sejtvonalakban

Novekedési faktorok
TGF-B1

Receptorok
EGFR

InsR
IGF-1R

Jelatviteli mediatorok
Akt

GSK3p
B-catenin
c-myc

ERK 12

Effektorok, sejtciklus
szabalyozas

p21

p27

CDKl
WEEI
CDC25A

Jelmagyarazat:

Bl : sejt novekedését tamogaté valtozas
[ ]: sejt novekedését gatlé valtozas
1: expresszios/mennyiségi/aktivacios novekedés
|: expresszios/mennyiségi/aktivacios csokkenés
O: nem mértiink valtozast
—: nem detektaltuk
- : nem vizsgaltuk
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V. 2. Allatkisérletek eredményei

IV.2.1. A decorin kvalitativ és kvantitativ valtozasai a TA és DEN indukalt

tumorokban

Fiziologias koriilmények kozt a decorin elsddlegesen a peri-portalis teriileteken
talalhaté meg a majban, féleg a centralis véna koriil (14. abra A, B). Vizsgalatainkban a
TA cirrhosis-t indukalo hatasanak kovetkeztében, és az emiatt kialakuld fokozott
kotdszovet-termelés miatt, a decorin mennyisége megemelkedett a kezelt, vad tipusa
allatokban, amelyet immunfestéssel mutattunk ki. A decorin mennyiségi novekedése a
fibrotikus septum-okban, valamint focalis felhalmozodas a tumorstromaban egyarant
megfigyelhetd volt. Az immunfestddés a TA- ¢és DEN-indukélt tumorok esetén
Osszességében igen hasonlonak bizonyult (14. abra C-F). A tumoros goc koriil jol
detektalhato decorin pozitiv teriiletek voltak megfigyelhetéek. Erdekes modon nemcsak
mennyiségi, hanem mindségi valtozast is sikeriilt kimutatnunk a decorin glycanatio-
jéban. Amig a vad tipusu kontroll mintadkbdl szdrmaz6 decorin 60 és 80 kDa kozétt,
’smear’ formaban jelent meg Western bloton, addig a TA-kezelt majakbdl szarmazo

mintak esetén egy diszkrétebb, 90 kDa koriili jelet detektaltunk (14. abra G, H).
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14. abra. Decorin mennyiségének és lokalizaciojanak valtozasa a
majdaganatban. Decorin immunfestés (pirossal) a kontroll majban (A, B), a
tioacetamid kezelt majban (C, D), és a dietil-nitr6zamin kezelt majban (E, F). A
jobb fels6 sarokban 1évo képek a tumor belsejébol készitett nagyitasok. A
sejtmagokat DAPI-val festettiik. Tu = tumor. A csillagok a metszet ugyanazon
részeit jelolik a kiilonb6z6 nagyitasokban. Lépték = 100 pm az A, C-ben és E-ben,
50 pm a B, D-ben és F-ben, 15 pm jobb felso sarokban 1évo képeken. Reprezentativ
kép a decorin Western blot membranrol. Ponceau-festést hasznaltunk betoltési
kontrollként (G). A diagram a két kiilonb6z6 méretii decorin denzitometriaval
meghatarozott relativ mennyiségét mutatja be a kezelt allatokban a kontrollhoz
képest (H). Az abrazolt értékek az normalizalt adatok atlaga + szoras.

*p < 0,05; ***p < 0,001.

A DEN kezelés soran is észleltiink eltérést a molekulastulyban, de joval kisebb
mértékben, mint a TA-kezelés esetén. Megjegyezendd, hogy a magas molekulasulyu
decorin mennyiségének szignifikdns novekedesét figyeltik meg mindkét kezelést
kovetden. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a decorin expresszid dinamikusan valtozik a
hepatokarcinogenezis soran, kiilonosen a TA kezelést kovetd tumorprogresszioban, ahol
a stroma szerepe eleve kifejezettebb a cirrhosis miatt, mint a DEN-indukalta tumorok

esetén.
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IV.2.2.  Adecorin hianya hajlamosit az indukalt mdjrak kialakuldsara

Az eltérd hepatokarcinogenezis modellek a vartnak megfeleléen mas fenotipusu
tumorokat eredményeztek. Alfa-foetoprotein (AFP), és glutamin szintetaz (GS) mRNS
expreszid6 meghatarozasaval igazoltuk ezeket a kiilonbségeket. A TA-indukalt
tumorokban jellemzéen az AFP expresszidja emelkedett, viszont a DEN kezelés
hatasdira a GS mRNS szintjében mértiink jelentdsebb novekedést (15. abra). A
tioacetamid (TA) metabolizmusa a hepatocitakban a citokrom p450-en keresztiil valosul
meg, amely el6szor fibrosishoz, majd cirrhosishoz vezet. Ennek megfeleléen, a TA
kezelés fokozott hepatocita regeneraciot okozott, ami a hepatokarcinogenezis iniciatora
a cirrhotikus majban. A TA-indukalt tumorsejtben a citoplazma mennyiségének
emelkedése volt megfigyelhetd, erds eosinophil festédéssel, a tumorokat kotszovetes
tok vette koriil (16. abra A, B). Ezzel szemben a nagy dozist dietil-nitr6zamin (DEN)
adasa kozvetlen DNS karosodast okozott, a fibrotikus valtozasok nélkiil. Ezeknek a
tumorsejteknek kis mennyiségl, basophil festddésii citoplazmajuk volt, amelyek
gyakran tortek be az erekbe (16. abra C, D).
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15. abra. Valtozasok az alfa-foetoprotein (AFP) (A) és a glutamin szintetaz
(GS) (B) mRNS expresszios szintekben vad tipusii (WT) és decorin hianyos Dcn™”)
egerek tumoros majaiban. Az abrazolt értékek az normalizalt adatok atlaga +

szoras.
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16. abra. Tioacetamid (A, B) és dietil-nitrézamin (C, D) indukalt tumoros
majak reprezentativ, hisztologiai képei. Tu = tumor, a szaggatott vonal a tumor
hatarat jeloli. A csillagok a metszet ugyanazon részeit jelolik a kiilonb6zo
nagyitasokban. Lépték = 200 pm az A-ban és C-ben, 100 pm a B és D esetén. Az
oszlopdiagramok a tumoros egerek aranyat mutatjak be a Kkisérleti csoportokban a
vad tipusi (WT) és decorin knock-out (Dcn”") egerekben TA kezelést (E) és DEN
kezelést (F) kovetden. N=15 a TA kezelt csoportnal és N=10 a DEN kezelt csoport
esetén. ***p < 0,001 (y2- proba). Az G abran az oszlopok a TA és DEN kezelt
majak tumortérfogatait mutatjak be mm?3-ben. **p < 0,01. Az dbrizolt értékek az

adatok atlaga + szoras.

Immunfestéssel csak a vad tipusu egerek majaban volt kimutathaté a decorin, amely
allatokban a periportalis kotdszovetben €s a centralis véna koriil volt fellelhetd. Ahogy
az varhato volt, a decorin knock-out allatokban nem kaptunk jelet (17. abra). A decorin
hidnyos egerek 93%-aban fejlédott makroszkdposan is megfigyelheté majdaganat TA-
kezelés hatasara, amig a vad tipusu allatoknal ez csak 22% volt (n=15, p < 0,001, 16.
abra E).
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Vad tipus Decorin -/-

17. abra. Reprezentativ decorin immunhisztokémiai kép vad tipusu egér
majmetszetén (A), és decorin hianyos (B) egér mintajan. A sejtmagokat DAPI-val

(kék) festettiik. Lépték = 100 pm.

A TA kezelt egerekhez hasonléan, a DEN kezelés a Dcn” allatok 44%-ban vezetett
daganat kialakuldshoz szemben a vad-tipusu allatokndl megfigyelt 27%-kal, bar ez az
eredmény nem érte el a statisztikai szignifikancia hatarat (n = 10, p = 0,12, 16. abra F).

Ezzel péarhuzamosan, a TA ¢és a DEN kezelés is szignifikdnsan ndvelte a
tumortérfogatot a decorin hidnyos allatokban a vad tipushoz képest. A TA kezelés soran
ezek az értékek 100,4 mm?3 vs. 7,6 mm? a Dcen™” és kontroll csoportokban (p < 0,01), a
DEN-os kisérletben 23,7 mm?® vs. 3,4 mm?3 értékeket kaptunk (16. abra G).

Megallapithatd, hogy a decorin hidnya érzékenyiti a majat a tumorképzddésre, és
hogy a TA kisérletben, amelynek soran cirrhotikus talajon fejlodik a daganat, a decorin
hatasa hangsulyosabb kiilonbségeket mutatott a hepatokarcinogenezisben a kontrollhoz

képest, mint a DEN indukalt tumorok esetében.

IV.2.3. A decorin hianya felgyorsitja a sejtciklust

Mivel a decorin a legtobb esetben kozismerten a p21WAFVCIPLen keresztiil fejti ki
tumorszupresszor hatasat, ellendriztiik, hogy vajon a sajat kisérleti rendszeriinkben is
hasonloan tapasztaljuk-e. A kontroll, kezeletlen allatokban a p21 alacsony szintjét

mutattuk ki immunhisztokémia segitségével mind a vad tipust, mind a decorin hidnyos
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egerck majaban (20. abra A-D). TA kezelés hatasara jelentés nodvekedés volt
megfigyelheté a p21 mennyiségében vad-tipust allatok mintaiban. A hepatocitak,
kotoszoveti sejtek, valamint a tumorsejtek is intenziv immunfestédést mutattak (18.
abra A, B). Ezzel szemben a decorin hidnyos egerekben a p21 felhalmoz6déasa nem volt
megfigyelhetd (18. abra E, F). A DEN kezelés is megemelte a p21 szintjét a sejtekben,
de a decorin hidnya joval kevésbé befolyasolta a folyamatot, mivel szamottevd p21
immunpozitivitas volt megfigyelheté a Den”” mintdkban 1évé tumorsejtek sejtmagjaiban

(18. 4bra C, D, G, H).
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18. abra. Valtozasok a p21WAF/CIPL gzintjében vad tipusu és decorin knock-out
(Dcn) egerekben hepatokarcinogenezis soran. p21WAFCIPl immunhisztokémiai
analizis majtumor metszeteken TA és DEN kezelést kovetoen vad tipusu
allatokban (A-D) és Den”- egerekben (E-H). Tu = tumor. A szaggatott vonalak a
tumorhatarokat jelolik. Lépték = 100 pm a A, C, E, G -ben, és 25 pm a B, D, F, H-
ban. Az oszlopdiagramok a CDKNI1A (I) és TFAP4 (J) mRNS szintjeinek
valtozasat mutatjak be a vad tipusu és Den”” egerekben TA és DEN kezelést
kovetoen a kezeletlen kontrollhoz képest. Az abrazolt értékek az adatok atlaga +

szoras. *p < 0,05; **p < 0,01.

54



DOI:10.14753/SE.2019.2252

Ezutan gqPCR segitségével vizsgaltuk a p21WAFVCIPL (CDKN1A) és az AP4
transzkripcids faktor (TFAP4) expressziojat (AP4 egy c-MYC-indukalt basic helix—
loop—helix leucin-zipzar transzkripcios faktor, amely gatolja a CDKNIA
génkifejezOdését). A tioacetamid kezelés 140-szeresére, mig a DEN kezelés 20-
szorosara emelte a CDKNIA mRNS expressziot, a kezeletlen, kontroll mintakhoz
képest (18. abra I). Megjegyezendd, hogy a decorin hidnyos allatok mintaiban eleve
szignifikansan alacsonyabb volt a CDKNI1A alap-expresszioja, fliggetleniil attol, hogy
kezeltik-e az egereket karcinogénnel-e, vagy sem (p<0,05). Ennek megfeleléen
szignifikans novekedést tapasztaltunk a TFAP4 génexpreszidban a decorin hianyos
mintakban a vad tipusu mintdkhoz képest (p<0,01, 18. abra J). A TA és a DEN
kezelések az AP4 szintjét 52%-kal és 17% csokkentették. Ennek megfelelden, a decorin
hianya CDKNI1A expresszio gatlashoz vezet, kiilondsen TA kezelés hatasara, TFAP4
indukcidja mellett. Annak meghatarozasara, hogy a p21 pontosan mely ponton 1ép be a
sejtciklus szabalyozasaba a kisérletes modelliinkben, a retinoblasztoma (Rb) fehérje
kiilonbo6z6 foszforilacios helyeinek allapotat vizsgaltuk foszfo-specifikus ellenanyagok
segitségével (Ser780 és Thr821), Western bloton (19. abra A). A TA-indukalt
majtumorokban kifejezett Rb foszforilacié volt megfigyelheté a Ser780 pozicidban,
amely a CDK4-n keresztiil szabalyozodik, és amely joval kifejezettebb volt a Den”
mintakban, mint a vad tipustiakban (1,77-szoros, és 2,65-sz0ros ndvekedés, 19. abra B).
A DEN kezelés 40%-kal magasabb Rb-foszforilaciot eredményezett a Ser780
foszforilacios helyen a decorin hianyos allatokban, mint a vad tipusu tarsaikban (19.

abra B).
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19. abra. A Ser780 és Thr821 poziciokban foszforilalt retinoblasztéma (Rb)
fehérje Western blot analizise a vizsgalt egérmajak lizatumaiban. Ponceau-festést
hasznaltunk betoltési kontrollnak (A). Az diagramok oszlopai a foszfo-Rb Ser780

(B) és Thr821 (C) foszforilacios helyeinek foszforilaltsaganak relativ mértékét
mutatjak be a vad tipusi, és decorin hianyos (Dcn”) TA, és DEN kezelt egerekben
a kezeletlen kontrollhoz képest. Az abrazolt értékek az adatok atlaga + szoras. *p <

0,05.

Thr821 hely foszforilacidjaért a CDK2 felel. A TA és DEN kezelések ugyan minden
esetben novelték a Thr821 foszforilacigjat a retinoblasztoman, kiilonbséget a vad tipusu
és a decorin hianyos egerek kozott nem tudtunk kimutatni (19. abra C).

A decorin hidnya tehat AP4 aktivacioval, p21 represszidval, ennek kovetkeztében
pedig CDK4/ciklinD komplexen keresztiil Rb foszforilaciohoz vezet a Ser780-on. Ezen
az mechanizmuson keresztiil képesen a sejtek tuljutni a G1 fazis restrikcids pontjan,

amely végsd soron kedvez a tumor novekedésének.
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IV.2.4. A [0 szignalizacios utvonalak a HCC-ben, melyek a decorin hianyos

allapotban miikédnek

A kovetkezékben, hasonléan a sejtvonalakon végzett munkahoz, azonositani
igyekeztiink azokat a decorin hianyaban aktivalédé fé Gtvonalakat, amelyek a HCC

rrrrr

amelyeknek fontos szerepet tulajdonitanak a hepatokarcinogenezisben.

IV.2.4.1. c-Myc valtozasai

Az egészséges mijban a c-Myc gyenge immunpozitivitdst mutatott mind a
citoplazmaban, mind a sejtmagban (20. abra E-F). A decorin hianyos majakban azonban
a c-Myc mennyisége kozel 40%-kal emelkedett meg a vad tipushoz képest normal
koriilmények kozt is, karcinogénnel torténd kezelés nélkiil. (p<0,01, 21. abra A, C).
abra A-H), mindkét genotipus esetén ugy, hogy érdemi kiilonbséget a tumorsejtek €s a
nem tumoros hepatocitak ko6zott nem tudtunk kimutatni. Emellett, a TA-indukalta
majtumorok esetén a vad tipusu allatokban intenziv citoplazmatikus festodést is
megfigyeltiink a tumorsejtekben, és az 6ket koriilvevd cirrhotikus szovetben (23. abra
A-B), ami a decorin hianyos mintak tumorsejtjei esetén nem volt megfigyelheté (23.
abra E-F). TA kezelésre a c-Myc 1,44-szoros emelkedését figyeltiik meg Western
bloton a vad tipusu egerek majaban, mig 1,87-szoros volt a novekedés a Den” allatok
majmintaiban (21. abra A, C).

A DEN-indukalta tumorok esetén, vad tipust allatokban a citoplazmatikus c-Myc
fehérjeszintje alacsonyabb volt, mint a kornyezd szovetben (23. dbra C, D) és az
immunreakcid a decorin hidnyos allatok mintdiban még alacsonyabbnak mutatkozott,
mint a vad tipusban (23. abra G, H). A c-Myc fehérjeszint 1,1-szeres és 1,3-Sz0ros
valtozast mutatott a vad tipusu, illetve a Den” mintakban (21. dbra A, C).

A c-Myc valtozasanak tovabbi nyomon kovetésére megvizsgaltuk a foszforilalt c-
Myc (Thr58) mennyiségét és lokalizacidjat. Az ebben a pozicidban torténd foszforilacio

crer

egyuttal meg is akadalyozza a sajtmagi lokalizaciot €s aktivitast. Immunfestéssel erds
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citoplazmas akkumulaciot figyeltiink meg a vad tipusta allatok tumoros és nem tumoros
sejtjeiben egyarant, a kezelés tipusatol fliggetleniil (23. abra I-L). Ezzel szemben, a
decorin hidnyos tumorsejtek kevesebb foszfo-c-Myc-et tartalmaztak, mint az Oket
koriilvevo szovet (23. abra M-P). Ezeket az eredményeket a Western blot analizis is
alatamasztotta, igazolva, hogy a Dcn” allatok mintiiban a foszfo-c-Myc 78%-ban
csokkent a kontrollban, 29%-ban a TA-kezelt allatokban, és 44%-ban a DEN-kezelt
mintakban, a teljes c-Myc fehérjeszinthez vonatkoztatva (21. abra A, 22. abra A).

Vad tipus Dcn”
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>
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20. abra. p21WAFICIPL(A.D), c-Myc (E-H), foszfo-c-Myc (I-L) és B-catenin (M-P)
immunhisztokémiai analizis vad tipusi, és decorin hianyos (Dcn”") kezeletlen
egerek majmintain. A csillagok a metszetek ugyanazon pontjat jelolik a kiilonb6zo
nagyitasokon. Lépték=100 pm az A, C, E, G, I, K, M, O-ben és 50 pm a B, D, F, H,
J, L, N, P-ben, valamint 10 pm az M és O sarkaban 1év6 képeken.
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IV.2.4.2. A p-catenin szerepe

A B-catenint a hepatocitdk membranjaban mutattuk ki mindkét genotipus esetén a
kontroll, kezeletlen allatok méajaban (20. abra M-P). A TA kezelés megnovelte a B-
catenin mennyiségét; erés immunfestddést tapasztaltunk a cirrhotikus teriileteken,
kiilondsen a proliferald epeutak mentén (23. abra Q, R, U, V). Ugyanakkor, néhany
kivételtdl eltekintve, ahol a [B-catenin citoplazmas, vagy gyenge magi lokalizaciot
mutatott, a legtobb hepatocitaban és tumorsejtben a B-catenin tovabbra is a membranban
lokalizalodott (23. abra Q, R, U, V). Ezzel szemben a DEN-indukalt majdaganatok
esetén a fehérje jelentds transzlokéciot mutatott a membranbdl a sejtmagba. Ezen feliil

megfigyeltiik a citoplazmas immunpozitivitas emelkedését is (23. abra S, T, W, X).
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21. abra. Reprezentativ képek a vizsgalt, Kitiintetett jelatviteli fehérjék Western
blot analizisébél (A, B). Ponceau- festést hasznaltunk betoltési kontrollként. A
diagramok a c-Myc (C), B-catenin (D), Akt (E), GSK3p (F), ERK1 (G) és ERK2
(H) immunoblotok denzitometrias mérési eredményeit mutatjak be Ponceau
festéshez normalizilva a vad tipusu (WT) és derorin hidnyos (Dcn™) egerek
majlizatumaibol kezelés nélkiil (Kontroll), valamint TA és DEN kezelést kovetoen.

Az abrazolt értékek a normalizalt adatok atlaga + szoéras. **p < 0,01
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22. abra. Kitiintetett jelatviteli fehérjék Western blot analizise. Az
oszlopdiagramokon a vizsgalt fehérjék relativ mennyisége lathato a TA, és DEN
kezelt vad tipusti (WT), és decorin hidanyos (Den”") 4llatokban a kezeletlen
kontrollhoz képest (A-F). Az abrazolt értékek a normalizalt adatok atlaga + szoras.

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

A B-catenin, és az inaktivalt, foszforilalt-allapotanak mennyiségét Western blottal
hataroztuk meg. A kontroll, kezeletlen majakkal szemben, mindkét kezelés soran
jelentds B-catenin dsszfehérjeszint novekedést tapasztaltunk (21. abra A, D). A decorin
hidanyos mintakban szignifikdnsan kevesebb inaktivalt foszfo-B-catenin-t tudtunk
kimutatni, a kontroll, kezeletlen csoporthoz (1,0 vs 0,4, p < 0,001, 22. abra B) és a DEN
kezelt csoporthoz képest (2,6 vs. 2,1, p < 0,001, 22. abra B). Ezzel szemben a TA
kezelés soran a Dcn” majak foszfo-B-catenin szintje az &ssz-B-catenin szinttel
parhuzamosan emelkedett, igy a foszfo/dssz- B-catenin arany a vad tipust és a decorin

hianyos allatokban is azonos maradt (22. abra B).
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23. abra. Kitiintetett jelatviteli fehérjék immunhisztokémiai analizise vad
tipusit (WT) és decorin hidnyos (Den”) egerek TA és DEN indukalt
majtumoraiban. Reprezentativ képek a c-Myc (A-H), foszfo-c-Myc (I-P) és -
catenin (Q-X) immunfest6désérdl. Tu = tumor; a szaggatott vonalak a
tumorhatarokat jelolik. A csillagok a metszetek ugyanazon pontjat jelolik a
kiilonb6z6 nagyitasokon. Lépték =100 pma A, C,E, G, I, K, M, O, Q, S, U, és W-
n, valamint 25 yuma B, D, F, H, J, L,N, P, R, T, V, és X képeken.
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IV.2.4.3. Az Akt aktivitasa

Az Akt szerepe a karcinogenezisben szerepet jatszé jelatviteli folyamatokban jol
ismert. Ennek megfeleléen vizsgaltuk, hogy az Akt, vagy annak aktivalt, foszfo-formai
valtoztak-¢ kisérleti modelljeinkben. Figyelembe véve az Gsszes kondiciot is feltételt,
nem talaltunk szamottevé valtozast egy kezelési csoportban sem az Ossz-Akt
mennyiségben a kontrollokhoz képest (21. abra A, E). A kontroll mintakban a foszfo-
Akt gyakorlatilag kimutathatatlan volt (21. abra A, 22. abra C). Ugyanakkor TA és
DEN kezelésre a mennyisége dramaian megemelkedett (21. abra A, 22. abra C).
Megjegyezendd, hogy a decorin hidnyos tumorokban szignifikdnsan magasabb foszfo-
Akt szintet detektaltunk, mint a vad tipusi mintakban; ~40% és ~29% a TA-, illetve
DEN-indukalt tumorokban (22. dbra C). Eszerint az Akt utvonal a decorin hidnyaban

aktivalodik a kisérletes hepatokarcinogenezis soran.

IV.2.4.4. A Glikogén szintaz kindz 3 (GSK3p) szerepe

A GSK3p fontos csomoOpontot képez szamos jeldtviteli utvonalban. Kisérletes
modelliinkben a GSK3p Osszmennyisége nem véltozott a decorin hianya miatt a
kontroll, kezeletlen, és a TA-kezelt csoportokban, azonban a DEN-kezelés 16%-kal
magasabb fehérjeszintet okozott a Den” allatokban a vad tipushoz képest (21. abra F).
Western blottal vizsgaltuk az inaktivalt, f0szfo-GSK3a és foszfo-GSK3 mennyiségét is
(21. abra B). Mind az a, mind a B foszforilalt, inaktiv forma mennyisége megemelkedett
a TA kezelés hatasara (21. abra B, 22. abra D, E). A decorin hianyos allatok maja 27%-
kal kevesebb p-GSK3a-t tartalmazott, mint a vad tipust mintak (p < 0,01, 21. abra B,
22. 4bra D). Ugyanezt a hatast lattuk a DEN-kezelés kovetkeztében is; a Dcn™
mintdkban 35%-kal volt kevesebb az inaktiv p-GSK3o0, mint a vad tipust allatok
mintiiban (p < 0,001). Erdekes médon nem lattunk kiilonbséget a p-GSK3p
mennyiségében a genotipusok kozott egyik kezelés hatdsara sem, de a kontroll,
kezeletlen mintdkban sem. Ugyanakkor azt meg kell emliteni, hogy a TA- és DEN
kezelés is szignifikansan megemelte a GSK3B fehérjeszintjét a kezelés nélkiili

csoporthoz képest (21. abra B, 22. abra E).
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IV.2.4.5. Az ERK1/2, mint kulcsszerepld

A leginkabb szembetlind valtozast az ERK1/2 fehérjék esetén detektaltuk. Az ERK1
¢s ERK2 0sszfehérje mennyisége 2,5-sz0rds €s 1,7-szeres emelkedést mutattak TA-
kezelést kovetden (21. abra G, H). A DEN Kkezelés az ERK1/2 mennyiségét 1,2-
szeresére novelte a kezeletlen csoporthoz képest. Szignifikans kiilonbséget a
genotipusok kozott nem talaltunk (21. abra G, H). A vad tipust allatokban csak a TA-
kezelés indukalt ERK1/2 foszforilaciot; a pERK1 szintet 2,3 illetve 3,6-szorosara, a
PERK2-t 1,24 ill. 4,7-szeresére emelve a vad tipusu és a Dcn”” mintédkban (p < 0,001,
22. abra F). A DEN-kezelés nem volt hatassal az aktivaciora (21. abra B, 22. dbra F). A
DEN-kezelt vad tipust mintakkal ellentétben, a decorin hianyos egerekben ERK1/2
aktivaciot mutattunk ki, 2.9-szeres és 5.3-szoros ndvekedést a p-ERK1 és p-ERK2
szintében (p < 0,001, 22. abra F). Ennek megfelelden az ERK1/2 utvonal decorin

hidnyaban folyamatosan aktivalt.

IV.2.4.6. Felerdsodott receptor aktivacio a decorin hianyos egerekben

Ezt kovetden megprobaltuk felderiteni azoknak a receptoroknak a szerepét és
jelenlétét, amelyekrdl feltételeztiik, hogy az imént emlitett jelatviteli utvonalakhoz
kapcsolodhatnak. Ehhez foszfo-tirozin kinaz receptor (RTK) array-t hasznaltunk. Négy
RTK-t azonositottunk, nevezetesen a PDGFRa-t, az EGFR-t, az MSPR-t (mas néven
RON-t) és az IGF-IR-t, amelyek szignifikdnsan magasabb szinten foszforilalodtak a
decorin hianyaban, mint a vad tipusu koriilmények kozt (24. abra). 1,8-szoros és 2,8-
szoros ndvekedést detektaltunk a PDGFRa. tirozin foszforilacidjaban Den” allatokban
TA-, illetve DEN-kezelés esetén (p < 0,001, 24. abra). A decorin hianya 1,5-sz6r6s és
3,6-szoros emelkedést valtott ki a p-EGFR szintjében TA- és DEN-indukalt tumorokban
(p < 0,05, 24. abra). 1,4-szeres és 1,9-szeres novekedést figyeltink meg az MSPR
foszforilacidjaban decorin hianyos allatokban TA- és DEN-kezelések nyoman (p < 0,05,
24. abra). Erdekes modon ugyan a c-Met receptor foszforilacidja mindkét kezelés
nyoman megemelkedett, a két genotipus kozott kiilonbséget nem tudtunk kimutatni

(nem szerepel az abran). A p-IGF-IR csak kis mennyiségben volt jelen a Karcinogén-
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indukalt tumorokban; ugyanakkor a magasabb foszforilaltsdgi stitusza a Den™

allatokban igy is kimutathat6 a vad tipustiakhoz képest (p < 0,05, 24. abra).
Osszességében, megfigyeléseink azt igazoljak, hogy a decorin hidnya magasabb

RTK aktivacidt eredményez szamos receptor esetén, ami végsé soron eldsegitheti a

tumor novekedését.

P-PDGFR« P-EGFR P-MSPR P-IGF-1R
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24. abra. Valtozasok az egyes tirozin kinaz receptorok aktivitisaban TA, és
DEN kezelés kovetkeztében kialakulé, vad tipusi (WT) és decorin hidnyos (Den™")
egerek majtumoraiban. Az oszlopdiagramok a foszfo-RTK array denzitometrias
eredményeit abrazoljak, ahol a foszfo-PDGFRa-t, foszfo-EGFR-t, foszfo-MSPR-t
és foszfo-1GF-1R-t a foszfo-tirozin pozitiv kontroll pontokhoz normalizaltuk. Az

abrazolt értékek a mérési adatok atlaga + széras. *p < 0,05; ***p < 0,001.

IV. 2.4.7. Decorin kapcsolata a PDGFRa receptorral

Iv.2.4.7. 1. A decorin hianya megnovekedett PDGFRa aktivaciot eredményez

Mivel a legmarkansabb valtozast a pPDGFR mennyiségének valtozasaban
detektaltuk, ezért PDGFRa receptort vetettiilk tovabbi vizsgalatok ala. Ahogy azt az
imént is lathattuk, a foszfo-PDGRo novekedést mutatott a Den” mintakban TA-kezelés
hatasara, a vad tipust mintakhoz képest (p < 0,001, 24. abra, 25 abra A, B). Ezen
eredménylinket Western blottal, és annak denzitometriajaval validaltuk (25 abra C, D).

/-

A vad tipust, és a Dcn™ kezeletlen, kontroll mintdkban egyarant alacsony
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mennyiségben tudtuk csak kimutatni a PDGFRa jelenlétét, kiilonbséget a két genotipus
kozott nem figyeltiink meg. Emellett a receptor foszforilacigjat sem figyeltiik meg egyik
kontroll csoportban sem (25 abra C). A TA-kezelés mindkét genotipusban megndvelte a
PDGFRo fehérjeszintjét, azonban a decorin hidnyos allatokban a PDGFRa
foszforilacidja 1,8-szorosnak bizonyult a vad tipusu egerekéhez képest (p < 0,01, 25

abra D), igazolva ezzel a pRTK-array eredményeit.
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25. abra. Valtozasok a PDGFRa és foszfo-PDGFRa szintjében TA indukalt
majtumorokban.

Reprezentativ képek a foszfo-PDGFRa és foszfo-tirozin pozitiv kontroll pontjairol
a foszfo-RTK array-en a kezeletlen kontroll és TA kezelt allatok majabol (A). Az
oszlopdiagramok az array pontok denzitometrias kiértékelésébol szarmazo
adatokat abrazoljak, normalizalva az foszfo-tirozin kontroll pontokhoz (B). ***p <
0,001. Reprezentativ képek a PDGFRa és az osszfoszfo-tirozin Western blot-okbol.
Ponceau-festés hasznaltunk betoltési kontrollnak. Megjegyzend6, hogy a PDGFRa
és az osszfoszfo-tirozin blotok esetén kettés immunjelolést alkalmaztunk a
membranokon; ugyanazt a saivot mutatjuk az abran chemilumineszcens és
fluoreszcens detektalast kovetoen (C). Az oszlopdiagram a foszforilalt PDGFRa
szintjét mutatja be az receptor dsszemennyiségének aranyaban a Ponceau

festéshez normalizalva (D). **p < 0,01.
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IvV.2.4.7.2. A PDGFRo. egészséges majban foleg a nem parechyma tipusu
sejtekben lokalizalodik

Ezt kovetden a PDGFRa szoveti €s sejtszintli lokalizacidjat hataroztuk meg
egészséges, normal majban és a kisérletes, TA kezelt mintakon. Immunfestéssel nem
talaltunk kiilonbséget a vad tipus és a Den” dllatok kozt a PDGFRa lokalizaciojban,
foszforilaltsdgaban, vagy mennyiségében, kezelés nélkiili, normal koriilmények kozott
(26. abra). A receptor expresszioja periportalis teriileteken volt jellemz6 (26. abra A), de
gyakran el6fordult aszinuszoidalisan is (26. abra B). Mivel kismértékili kolokalizaciot
lehetett kimutatni az 6sszfoszfo-tirozin ellenanyaggal, ez arra enged kovetkeztetni, hogy
normalis koriilmények kozott is van némi, alapszintii receptoraktivacio (26. abra, A, B,
C panelek, "Merge’ oszlop). A hepatocitak felszinén nem lehetett kimutatni a receptor
jelenlétét egyik genotipusban sem. Nagyobb nagyitassal megfigyelhetd, hogy a
PDGFRa jellemzden az olyan nem parenchima tipust sejtek membranjaban talalhato,

mint a fibroblasztok, vagy myofibroblasztok (26. abra C).
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C ---

26. abra. PDGFRa lokalizéci(')ja normal méjban. PDGFRa és foszfo-tirozin
parenchyma teriiletén (C) nem a hepatocitak, hanem a non-parencymalis sejtek
mutattak immunpozitivitast. P-Y, foszfo-tirozin. Lépték = 100 pm az A és B

panelekben, és 50 pm a C panelban.

Iv.2.4.7.3. Megemelkedett PDGFRa szint, és megjelenése a hepatocitdkon

TA-kezelés hatdasara

TA-kezelés hatasara a PDGFRo mennyisége ¢s foszforilaltsaga is megemelkedik,
ahogy azt immunfestés segitségével kimutattuk (27. abra A). A receptor legnagyobb
mennyiségben a cirrhotikus septum-okban, és a tumorok kotészovetes tokjaban volt
megtalalhatd (27. abra A). A decorin hianyos példanyokban stlyosabb cirrhosist
lattunk, mint a vad tipusi egyedeknél, és ez Osszefiiggésben volt a megndvekedett
PDGFRa expresszidoval és foszforilacioval (27. abra A). A daganatokon beliil, a
tumorsejtek felszinén nagyobb mértékben volt megfigyelheté a receptor a Dcn™
mintikban, mint a vad tipustakban (27. abra B). Osszegezve, a TA-kezelés a PDGFRa
receptor szintjének emelkedéséhez vezetett, megndvelve az aktivacids statuszat, és

valoszinlileg eldsegitette a fehérje de-novo expressziojat, €s sejtfelszinre jutdsat is a
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malignus sejtekben. Fontos kiemelni, hogy ezeket a megfigyeléseket féleg a decorin

hianyos mintakon regisztraltuk, aminek alapjan tovabb erdsithetd a decorin tumorgétlo

szerepe a maj Karcinogenezisében.
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27. abra. PDGFRa lokalizacioja TA-kezelt vad tipusu és decorin hidanyos
(Dcn") egerek majaban. PDGFRa. és foszfo-tirozin kettés immunfestés a maj
cirrhotikus septum-aiban (A). Lépték = 100 pm. Tumorsejtek a vad tipusu és

decorin hianyos (Dcn”") TA-kezelt majakban anti-PDGFRa (piros) és anti-foszfo-
tirozin ellenanyagokkal (zold) immunjelolve. P-Y, foszfo-tirozin; T, tumor. Lépték

=10 pm.
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1vV.2.4.7.4. A decorin nem kolokalizal a PDGFRo-val, de kozvetleniil koti

annak természetes ligandjat, a PDGF-et

Ezek utan azt vizsgaltuk, hogy a decorin vajon kozvetleniil gatolja-e a PDGFRa
miikodését. Ennek céljabol kettds immunfestést végeztink a mintdinkon, hogy
megallapitsuk, az endogén decorin és a PDGFRa kolokalizalnak-e a vad tipusu
majakban, vagy sem. A vizsgalat megmutatta, hogy a decorin és a receptor nem
kolokalizal a TA-kezelt vad tipusi mintak legtobb részén, beleértve a mar emlitett
cirrhotikus, kotészovetes septum-okat is (28. abra A-C) és a tumorstromat is (28. abra
D-F). Olyan immunfluoreszcens jelet, amely a decorin és a receptor egyiittes
lokalizaciojara utalhat csak kis mennyiségben tudtunk kimutatni (fehér nyilakkal jelolve

a 28. abra F-en).

Decorin "}

o
~

Cirrhotikus septa

Tumor stroma

28. abra. PDGFRa és decorin kolokalizaciéja cirrhotikus majtumorokban.
PDGFRa és decorin kettdos immunfestés a vad tipusu egerek TA-kezelt majabol
késziilt metszeteken (A). Reprezentativ képek a decorin (zold) és a PDGFRa
(piros) immunreakciékrol a cirrhotikus septum-okban (A-C) és a tumorstomaban.

Lépték = 100 pm.
Ezen megfigyelések alapjan feltételeztiik, hogy a kisérletes hepatokarcinogenezis

modelliinkben a decorin a korabban mar bemutatott hatasat masképp éri el, minthogy a

receptorhoz kozvetlenlil kapcsolodna, és gatolna annak mukodését. Mivel a
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kolokalizaciot célzo kisérleteink nem adtak magyarazatot, hogy miért novekszik a
PDGFRa aktivitas a decorin hidnyos mintakban, megvizsgaltuk, hogy vajon a decorin
képes-e kozvetleniil kotni a PDGF ligandot. Immobilizalt human rekombinans decorint
inkubaltunk PDGF AB-vel, majd PDGF AB specifikus antitesttel immunreakciot
végeztiink. Ennek eredményeképp a decorint tartalmazé membranpontokon megjelent a
PDGF specifikus jel (29. abra), igy megallapitottuk, hogy a decorin képes megkotni
kozvetleniil a PDGF-et.
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29. abra. Decorin és PDGF AB kozti interakcié kimutatasa. Human
rekombinans decorint (balrél jobbra a pontok elsé négy oszlopa) és PDGF AB-t
(balrol jobbra a pontok utolsé oszlopa) immobilizaltunk membranon dot-blot
analizishez. Az 1:2 széria higitasban rogzitett decorin pontokat vagy PDGF AB-
vel, vagy NaCl/Tris pufferrel (iires) inkubaltuk (balrél jobbra az elsé6 harom
oszlop) majd PGDF AB specifikus ellenanyaggal mutattuk ki a megkotott ligandot.
A membranhoz rogzitett decorint anti-decorin ellenanyaggal jelenitettiik meg, a
PDGF AB-t pozitiv kontrollként, pedig a mar emlitett PDGF AB specifikus
antitesttel.
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V. MEGBESZELES

V. 1L In vitro kisérletek eredményei

A human rekombinans decorin gatlé hatasa a HepG?2 sejtekre a p21WAFL/CIPL
[76] és p57K'"? indukcidjan keresztiil [77] mar korabban publikalasra keriilt. Igy a
HepG2 sejtvonalat mintegy belsé kontrollként alkalmaztuk kisérleteinkben.
Eredményeink a HepG2 sejtekben megegyeztek az irodalmi adatokkal.

A masik két vizsgalt, differencidlt hepatoma sejtvonalnal, a Hep3B-nél és a
HuH7-nél, szintén igazoltuk a decorin kezelés proliferacio gatlo hatasat, bar ennek 1d6
fliggése, €és részletesebb jelatviteli vizsgalataink alapjan a mechanizmusa is eltéréseket
mutatott. A HLE sejtekben a decorin szignifikdns proliferaci6 gatldé hatasat nem
tapasztaltuk.

Ezek alapjan a vizsgalt sejtek egyedi decorin érzékenységet, ¢és ezzel
Osszefliggésben, mas-mas molekularis valtozasokat mutattak.
stimulalta, amely igazolan kozvetlen célpontja lehet a decorinnak [78]. Decorin kezelés
hat4séra a receptor aktivacids allapotanak csokkenését, és ezzel parhuzamosan ERK
aktivitads csokkenést figyeltiink meg. Emellett, az el0bbivel 0sszefiiggd, kordbban mar
megfigyelt GSK3o/p aktivitas fokozodast sikeriilt igazolni [79], valamint kimutattuk
ennek kovetkezményeként a c-Myc és a B-catenin kijelolését proteaszoma altali
megfigyeltiik. A leirt molekularis valtozasok Osszefiiggésben vannak a vart sejtciklus
blokkal, és a decorin altal kivaltott proliferacio gatlassal (31. abra).

A Hep3B és a HuH7 eredményeink szerint EGFR aktivitastol fliggetlen
novekedést mutat, ezek a sejtek proliferacios aktivitasukat elsdsorban az InsR és IGF-IR
indukalta Gtvonalak aktivitasanak kdszonhetik. Ennek megfeleléen az inzulin receptor
(InsR) és az IGF-IR alap aktivitdsa mindkeét sejtvonalban magasabb volt az EGFR-énél.
Ez a Hep3B esetében a decorin expozicid hatasara tovabb nétt, mig a HUH7 sejtekben
gatlodott. A két sejtvonal kozos jellemzdje, hogy a TP53 tumor szupresszor gén mutans.
A Hep3B esetében ez egy delécios mutaciot jelent, mig a HUH7 sejtekben a p.Y220C

pontmutécio jelenléte a mutans fehérje tultermeléséhez, és onkogén aktivitasahoz vezet
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[81]. Az elmult néhany év kutatasai ravilagitottak arra, hogy a p53 kulcsszerepet jatszik
a metabolizmus szabalyozasaban. Befolyasolja tobbek kozott a glikolizist, a
mitokondrialis oxidativ foszforilacidt a pentdz-foszfat Gitvonalat, a zsirsav szintézist €s
oxidaciot, melyek homeosztazisanak fenntartasa hozzajarul a p53 tumorszupresszor
funkcidjahoz is [82, 83]. A vad tipust p53 pedig gatolja az inzulin-receptor és az IGF-
IR transzkripciojat [84] is, ami magyarazza e receptorok magas mennyiségét a p53
mutans Hep3B és HuH7 sejtvonalakban. Mivel kisérleteinket szérummentes
kornyezetben végeztiik, felmeriilt a kérdés, mi aktivalhatja ezeket a receptorokat. Az
irodalombdl és a Cancer Cell Line Encyclopedia adatbazisabol nyert informaciok
alapjan az altalunk vizsgalt négy sejtvonal koziil a Hep3B termeli a legnagyobb
mennyiségben az inzulin-receptor szubsztratokat (IRS-ek), elsdsorban az IRS-2-t [85].
A lingandok termelésének tekintetében masodik helyen pedig a HUH7 sejtvonal all, de
az IGF2 ligand relativ magas expresszidja (a HLE-hez képest) is hasonld a két sejt
esetén. fgy mindkét hepatomanal érthetd, miért aktiv alapallapotban az InsR és az IGF-

IR.
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Citoplazma

Citoplazma

30. abra. Decorin hatasa a jelatviteli folyamatokra Hep3B és HUH7 sejtekben in
vitro. Az extracellularis térben a decorin a sejtfelszini receporokhoz kapcsolodik,
és ezzel olyan jelatviteli itvonalakat aktival, mint az Akt/GSK3p, vagy a
Ras/MEK/ERK. A Kiilonb6zé sejtvonalak eltéré modon reagalnak a decorinra.

(Tovabbi magyarazatok a szovegben)
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31. abra. Decorin hatasa a jelatviteli folyamatokra HepG2 és HLE sejtekben in
vitro. Az extracellularis térben a decorin a sejtfelszini receporokhoz kapcsolodik,
és ezzel olyan jelatviteli utvonalakat aktival, mint az Akt/GSK3p, vagy a
Ras/MEK/ERK. A Kiilonb6zé sejtvonalak eltéré modon reagalnak a decorinra.

(Tovabbi magyarazatok a szovegben)
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Decorin kezelés hatasara a Hep3B sejtekben az InsR ¢és fdleg az IGF-IR
aktivalodott, amely erdteljes Akt, és kisebb mértékii MAPK foszforilacidhoz vezetett.
Mivel ezek az utvonalak altalanossagban proliferacios jelet kozvetitenek, igy a
megfigyelt, aktivalt jelatviteli mediatorok a decorin sejtosztodast gatld hatasaval
ellentmondasban vannak. A decorin IGF-IR-re kifejtett aktivacidja azonban nem
ismeretlen jelenség, leirtdk mar normal endothel sejtekben, vese fibroblasztokban és
extravillozus trophoblasztokban is [86]. Tumorsejteknél azonban e folyamat eddig
ismeretlen volt. Mivel a Hep3B sejtvonal erdteljesen differencialt, elképzelhetd, hogy a
differencidltsag mértékétdl fiiggden az IGF-IR-t a decorin aktivalja, mint azt normal
sejtek esetében teszi, vagy gatolja, mint az a tumorsejteknél tapasztalhat6. Ezen feliil,
mivel az IGFBP kotéfehérjék ellentmondasos hatasat korabban mar kimutattak [87], igy
az is feltételezhetd, hogy kotéfehérjék, és kapcsolatuk a receptorral, valamint lehetséges
szerepilk a decorin-receptor interakcioban a kiilonbozd sejtekben kiilonb6zd hatast
eredményez. A kérdés komplexitasat fokozza, hogy a Hep3B sejtvonalban mind a
retinoblasztoma, mind a p53 fehérje inaktiv, ami tamogatja a kontroll nélkiili
sejtosztodast [88]. Xiong és munkatarsai megfigyelték az IGF-IR tamogatd szerepét a
pS3 altal kozvetitett apoptozisban [89], mig Yoon és csoportja leirtak, hogy az
adenovirus altal kozvetitett mesterséges decorin expresszid sejthalalhoz vezet a p53
aktivaciojan keresztiil [90]. Lehetséges, hogy a decorin az IGF receptoron keresztiil az
apoptozist csak alacsony p53 szint mellett képes indukalni. Ez az elmélet magyarazhatja
azt a megfigyelésiinket, hogy miért tapasztaltunk a p53 delécidos mutans Hep3B-nél
IGF-IR aktivaciot, a HUH7 esetében, ahol a mutans p53 magasan expresszalt, pedig
receptor gatlast. Mivel a Hep3B sejtekben a retinoblastoma is mutans, a sejtciklus
gatlasa a G1/S fazisnal nem torténik meg, igy a sejtek biztosan atlépnek a restrikcids
ponton. Ismert jelenség, hogy a megndvekedett Akt aktivitds replikacios stresszhez
vezethet, mely aktivalja az ATR/Chk1/Weel rendszert megallitva a sejtciklust a G2/M
fazis atmenetnél a CDK1 foszforilacidjan keresztiil [91]. Elébbieket sikertilt igazolni a
Hep3B sejtek esetében, ahol a decorin kezelést kovetéen magas foszfo-Akt szint mellett
emelkedett pCDK1 és Weel, valamint csokkent Cdc25A expressziot mértiink, ami
valoszinlisiti az eldbb emlitett mechanizmus miikodését. Ezek az eredmények
alatamasztjak, hogy a decorin nemcsak a G1/S fazis atmenetet képes gatolni, hanem

sejttipus- és differencialtsagi allapot-fiiggden blokkolhatja a sejtciklus tovabb 1épését a
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G2-b6l az M fazisba is (30. abra). A decorin G2/M fazisban kifejtett hatasa eddig
teljesen ismeretlen volt, és tovabbi vizsgalatok sziikségesek a pontos szignalizacios
folyamatok felderitéséhez. Mindenesetre a decorin ezen Uj hatdsa tovabb erdsiti a
proteoglikan tumorszupresszor szerepét.

A HuH7 sejtvonal esetében, a decorin kezelés csokkentette a foszfo-InsR, és a
foszfo-IGF-IR mennyiségét. Emellett, hasonldéan a HepG2 ¢s Hep3B sejtekhez, az aktiv
EGFR mennyisége is csokkent. A harom receptor egyiittes gatlasaval parhuzamosan
pedig dozis-fiiggd Akt szignal gatlast tapasztaltunk. Osszefiiggésben az Akt utvonal
aktivitasanak csokkenésévél, a nagy dozisi decorin kezelés hatdsara szignifikans
csokkenést észleltiink a foszfo-GSK-k szintjében is, ennek megfeleléen a foszfo-c-Myc
mennyisége emelkedett. Ugyan sem a p2l, sem a p27 expresszié valtozasat nem
figyeltilk meg, a c-Myc deaktivacioja azonban modosithatja a sejtciklus elére haladasat,
példaul a p15"™NK48 vagy p16™NK4A expresszio fokozasan, illetve a ciklin A2, D2 és E2
gatlasan keresztiil, amelyek mindegyike a c-Myc specifikus célpontja [92]. Ezek az
eredmények ¢és kovetkeztetések mind Osszhangban 4llhatnak a proliferacio gatlo
hatasokkal. A leginkabb figyelemre méltd valtozas a HuH7 sejteken azonban az
erdteljes ERK aktivacio volt (30. abra). Bar els6 pillantasra meglepOnek tiinik, a
jelenséget korabban leirtak mar ezen a sejtvonalon [93]. Az emlitett munkaban a HUH7
sejtek cisplatin kezelésre a foszfo-ERK1/2 mennyisége jelentdsen megemelkedett. Az
ERK foszforilacid végiil apoptozishoz vezetett, igy az aktiv ERK1/2 molekulak
tumorszupresszorként is hathatnak a HuH7 sejtvonalra. Jol ismert, hogy az ERK1/2
aktivitas sziikséges lehet mind a proliferacié stimuldldsdhoz, mind a gatlasahoz, és az
ERK1/2 aktivitasdnak a mértéke az, ami meghatarozza, hogy az ellentétes hatasok koziil
melyik érvényesiil [94]. HepG2 sejtekben kimutattak, hogy nagy intenzitasi ERK
szignal kozvetiti a HGF indukalt proliferacio gatlast a retinoblastoma tumorszupresszor
hipofoszforilaciojan keresztiil. Lehetséges, hogy a decorin is képes ERK-kozvetitett
uton apoptozist indukalni. Azonban a szignal transzdukci6 pontos mechanizmusanak
felderitéséhez még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A HLE a vizsgalt HCC sejtvonalak koziil a legkevésbé differencialt [95], amit
er0s vimentin pozitivitdsa is bizonyit. Ez lehet annak az oka, hogy még a kezeletlen
kontroll sejteken sem talaltunk aktiv EGF receptort. Erdekes méodon az altalunk vizsgalt

receptorok koziil egyetlen egy sem volt aktiv a HLE sejtekben. Ennek fényében
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érthetébbé valik, miért tapasztaltunk csak csekély mértékli, nem szignifikans
proliferacid gatlast az MTT teszt segitségével. 72 ora utan elképzelhetd, hogy az
antiproliferativ hatds kivaltasahoz ennél a sejtvonalndl tobb 1dé sziikséges. Néhany
intracellularis jelatviteli molekula foszforilaciojaban azonban még igy is mértiink
valtozast. Két nap utdn, a decorin kezelés hatdsdra a pAkt szintje szignifikdnsan
csokkent, hasonléan a HUH7 sejtekhez, de receptor valtozas nélkiil. A HLE sejtekben az
aktiv ERK1/2 mennyisége érdemben nem valtozott, de enyhe GSK3[ aktivaciot
mértiink, mely az foszfo-c-Myc ¢és a foszfo-B-catenin emelkedésére magyarazatot adhat
(31. abra). A csokkent c-Myc szint a p21 indukcidjat okozza, mely a tobbi megfigyelt
molekularis valtozassal egyiitt proliferacio gatlast eredményezhet. Esetiinkben ezek az
események nem bizonyultak elegendének ahhoz, hogy 72 ¢6ra alatt blokkoljak, vagy
szignifikdnsan lassitsak a sejtosztodast. Fontos megfigyelésiink, hogy a decorin a
hatasat a jol ismert sejtfelszini receptor partnerei nélkiil is kozvetitheti. Ez jelentheti
azt, hogy a decorinnak vannak olyan egyéb sejtfelszini receptorai, vagy koreceptorai,
amiket nem mértiink, vagy nem ismeriink (pl. szerin-treonin receptorok), és amelyek
akar sejttipus specifikusak is lehetnek. Elképzelhetd az is, hogy a sejtek felveszik a
decorint, elkeriilve a kanonikus kaveolin-kdzvetitette EGFR-hez kotott utvonalat, és a
proteoglikan sejten beliili partnerei kozvetitik a hatasat. Mivel szamos mesenchymalis
eredeti sejt képes internalizalni a decorint [96, 97], igy nem kizart, hogy az inkabb
mesenchymalis fenotipust HLE is rendelkezik decorinra specifikus endocit6zis
receptorral.

A HLE sejtek viselkedésének mesenchymalis voltat tovabb erdsiti, hogy
migraciora képesek, melyet a TGFP kezelés tovabb fokoz [98]. Mint korabban
emlitettiik, e sejtek vimentin pozitivak, nincsen rajtuk aktiv RTK, valamint kés6i
stadiumu HCC-bdl szdrmaznak. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a sejtek mar atestek
epithelialis-mesenchymalis tranzicion (EMT). A HLE sejtek médiumaban a decorin
kezelés hatasdra a TGFB mennyisége szignifikinsan csokkent, mely valdszinilileg a
jelenség. Dzieran és munkatarsai tiz kiilonb6z6 HCC sejtvonalon vizsgaltak a TGFf
citosztatikus hatasat [99]. Tanulmanyukbol kideriilt, hogy a HepG2, Hep3B és HuH7
sejtek a TGFp kezelésre proliferacid gatlassal, illetve apoptozissal valaszolnak, a HLE

sejtvonal azonban érzéketlen a ndvekedési faktor e hatasaira. Osszehasonlito
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vizsgélataik ravilagitottak arra, hogy azok a sejtvonalak reagalnak a kezelésre,
melyekben a TGFp és a Smad7 bazalis expresszidja alacsony. Ezzel szemben a magas
alap TGFPB és Smad7 expresszioval rendelkezé hepatomakban, mint pl. a HLE ez nem
okoz valtozast. Mindezek arra engednek kovetkeztetni, hogy a korai stadiuma HCC-
knél, ahol a tumor még nem termel sajat TGFp-t a citokin gatlo hatasu. Egy ponton tul
azonban megindul az expresszidja a tumorsejtekben, EMT-t valt ki és hozzajarul a
kanonikus, Smad-fiiggetlen utvonalanak aktivitisara utalhat. Sajat kisérletiinkben a
HuH7 kivételével, a decorin mindegyik hepatéma sejtvonalndl szignifikansan
csokkentette a TGFP szintet. Mivel a vizsgalatokat szérummentes kornyezetben
végeztiik, a médiumban 1évé TGFf a tumorsejtekbdl szdrmazott. Ugyan a mesterséges
TGFP kezelésnek van proliferaciot gatld hatdsa a HepG2 és Hep3B sejtekre, azt nem
tudjuk, hogy a sajat maguk altal termelt novekedési faktor is rendelkezik-e ezzel a
hatassal. Ha jelen van is, nyilvanvald, hogy a decorin egyéb utvonalakon (pl. RTK-k
blokkoléasaval) kifejtett osztodast gatld hatdsa feliilirja ezt a programot. Az viszont
bizonyos, hogy a TGFp szint csokkentésével a proteoglikan gatolhatja az EMT-t, illetve

az ezen atesett sejtek esetében pedig akadalyozhatja a citokin tumor promocios hatasat.
V. 2. Allatkisérletek eredményei

Azokra a korabbi megfigyelésekre alapozva, miszerint a decorin hatassal van egyes
novekedési faktor/receptor interakciokra, és igy a sejtciklus szabalyozasara,
feltételeztiik, hogy a decorinnak fontos szerepe lehet a kisérletes hepatokarcinogenezis
soran is. In vivo munkank soran TA és DEN Karcinogéneket hasznaltunk a primer
hepatocellularis karcindbma indukéldsdhoz, amelyek jol ismert vegyiiletek a
hepatokarcinogenezises kisérletekben. Ezek hatasait sajat kisérleteinkben vizsgaltuk
molekularis szinten.

TA-kezelés hatdsara megemelkedik az alfa-foetoprotein (AFP) szintje, mig a DEN-
kezelt tumorok esetén a magas glutamin-szintetaz (GS) expreszido és [-catenin
aktivacio a jellemz6 [100]. A B-catenin mutacidja és/vagy transzlokacidja a sejtmagba
[101], valamint az AFP expresszid reaktivacioja [102] tipikus, az irodalom szamara jol

ismert eseményei a hepatokarcinogenezisnek. Lee és mtsai 19 kiilonféle hepatoma
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sejtvonal vizsgalataval ramutattak arra, hogy az AFP-pozitiv és a B-catenin mutans
tumorsejtek két kiilon klaszterbe oszthatok a HCC-ken beliil, megerdsitve az AFP és GS
expresszid novekedéses megfigyeléseinket a TA és DEN kisérletekben [103]. A
jelatviteli ttvonalakban szereplé kulcsmolekuldk valtozésai a két kiilonbozo
hepatokarcinogenezis modellben szintén alatamasztjdk a két kiilonboz6 tipust
hepatocellularis karcindma meglétét. Osszességében, ugy tiinik, hogy a TA-indukalt
tumorok jellemzden a RTK/Ras/MAPK utvonalat aktivaljak, mig a DEN-kezelés inkabb
B-catenin aktivaciot eredményez. Ez a klaszterekbe sorolhatdsag egyébként szépen
egybevag a sajat in vitro megfigyeléseinkkel is. A TA kezelésnek megfeleld6 AFP
pozitiv sejtek Lee publikacidja alapjan a Hep3B, HepG2, és HUH7, amelyeknél tirozin
kin4z receptorokon keresztiili szignalizacidt tapasztaltunk decorin kezelés hatisara, a
HLE pedig a masik, GS pozitivnak megfeleld klaszterbe tartozik, ahol mi sem lattunk
RTK aktivitas valtozast, de B-catenin poszforilaciot megfigyeltiink.

Munkacsoportunk korabban megfigyelte, hogy a decorin a fibrotikus septum-okban
halmozodik fel [34], Gj megfigyelésiink ugyanakkor, hogy a tioacetamid indukalta
tumorok koriil ¢és a stromaban szintén kimutathato. A decorin hianya a
hepatokarcinogenezis ezen tipusaban fokozta a tumorképz6dést. Ezzel parhuzamosan
fel akartuk deriteni, hogy a decorin hidnya kivalt-e hatast olyan tumorok esetén is,
amelyek DEN-kezelés nyoman képzédtek. Ebben a kisérleti rendszerben a decorin
mérsékelten fokozta a tumor prevalenciat, és a tumortérfogatot, bar joval kevésbé
kifejezett modon, mint ahogy a TA-indukalt HCC-k esetén.

A vad tipusu allatokban nemcsak a decorin mennyisége emelkedik meg a HCC-s
valésziniileg hosszabb dermatan/chondroitin szulfat oldallancot jelent az N-terminuson.
Ismert, hogy a decorin egyediili glikozaminoglikan oldallanca az Gregedéssel rovidiil
[104]. Ennek megfeleléen elképzelhetd, hogy a megfigyelt, hosszabb oldallancok
megjelenése a TA-kezelt tumorokban egy a magzati szdveti kornyezethez
hasonlatosabb, primitivebb, dedifferencialtabb allapot kialakulésat jelzi.

Fliggetlenill attol, hogy melyik Karcinogént hasznaltuk, minden esetben fokozott
tumorképzidést figyeltiink meg a decorin hianyos allatok majaban, amely kapcsolatba
hozhat6 a p21WAFVCIPL CDK inhibitor csokkent mennyiségével [105, 106]. Utobbi

valtozasok és MRNS- és fehérje szinten is detektalhatoak voltak. Az jol ismert, hogy a
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szolubilis decorin vazfehérje a legtobb esetben EGFR és Met receptorokon keresztiil
aktivalja p21WAFYCIPL fehériét és igy idézi el a tumorszupresszor hatast [41, 54, 76,
107]. Modelliinkben a decorin hianya miatt kialakult, joval alacsonyabb p21WAFY/CIPL
szint CDK4 aktivitas novekedést okozott, ahogy arra a fokozott foszforilacio is utal a
maradt a decorin-deficiens allatok neoplasztikus majaiban. Ennek megfelelden, az
egerekbdl szarmazd kisérletes eredményeink Osszhangban vannak a korabbi
megfigyelésekkel, amelyek a human HCC-ben a CDK4/CiklinD komplex aktivitasak
novekedésérdl szamolnak be [108-110].

A Dcn”- tumorokban megnévekedett az AP4 transzkripcios faktor expresszioja is,
ami ismert inhibitora a p21WAFYCIPL fehériének [111]. Az AP4 expresszidjanak
novekedése magyardzza a p21VATVCIPL mennyiségének lecsokkenését. Ezt kovetden
megvizsgaltuk a c-Myc fehérje szoveti-, és sejtszintii eloszlasat is, amely szamos tumor
esetén kdzponti szerepet jatszik a proliferacio szabalyozasaban. A c-Myc vizsgalatat az
indokolta, irodalmi adatok szerint a szolubilis decorin, és a decorin vazfehérje
lecsokkentik a protoonkogén c-Myc mennyiségét kiilonféle daganatokban, példaul
orthotopikus emlékarcindma xenograftokban is [35, 36, 107]. Ezen korabbi
megfigyelésekkel dsszhangban jelentds c-Myc felhalmozddast figyeltiink meg a TA- €s
DEN-indukalt Dcn”~  tumorok  sejtmagjaiban, parhuzamosan a  c-Myc
defoszforilaciojaval a Thr58-as pozicioban, amely proteaszomas degradacios
szignalként destabilizalhatna a c-Myc fehérjét [107]. Ezen feliil, a c-Myc a B-catenin
’downstream’ célpontja [112], amelynek kiemelt szerepet Ichet tulajdonitani a
hepatokarcinogenezisben. Kisérleteinkben a f-catenin membranbdl sejtmagba torténd
expresszid novekedése is a f-catenin utvonal szerepét hangstlyozza. Ezzel szemben,
utalva a két hepatokarcinogén szer kiilonb6zé hatasmechanizmusaira, a TA-kezelt
mintdinkban szignifikans valtozast nem tapasztaltunk a B-catenin lokalizaci6jaban, és a
GS mRNS expresszio sem emelkedett. Megjegyezendd, hogy a kanonikus Wnt jelatvitel
mellett a p-catenin aktivdlasa mas Utvonalakon, példaul olyan tirozin kindz
receptorokon keresztiil is megvaldsulhat, mint a c-Met [107], RON [113], vagy EGFR
[114].
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A decorin képes megvaltoztatni a jelatvitelt a novekedési faktorok vagy azok
sejtfelszini receptorainak megkotésével. Ilyen receptorok az EGFR [53, 56, 115], az
IGF-IR [36, 57], valamint a c-Met [58]. Ezen feliil, eredményink azt mutattak, hogy a
PDGFRa aktivitas jelentdsen megemelkedik TA-kezelés hatdsara a decorin hianyos
egerek majaban [116]. A Kiterjesztett hepatokarcinogenezises kisérletekben, amikor a
TA mellett a DEN Kkarcinogént is felhasznaltuk, négy tirozin kindz receptor
foszforilacidjanak szignifikans novekedését mutattuk ki (nevezetesen a PDGFRa,
EGFR, RON, ¢és IGF-IR receptorokét), fiiggetleniil attol, hogy melyik karcinogént
hasznaltuk. Ezen receptorok koziil néhany szerepe mar korabban is ismert volt a human
HCC  progresszidjaban  [117-122]. Meglep6 ~moddon nem  tapasztaltunk
foszforilaciovaltozast a c-Met receptoron a decorin-deficiens tumorokban, annak
ellenére, hogy a decorin és a c-Met bizonyitott interakcidja alapjan erre szdmitottunk
volna. Ugyanakkor modelliinkben felfedeztiink egy 1j RTK-t, amely korabban nem volt
kothetd a decorin bioldgiai hatasahoz, az MSPR-t, vagy mas néven RON-t, amely egy
HGF-szerii ligand receptora. Azért is érdekes a megfigyelés, mert a RON-t kapcsolatba
hozzak a human HCC fejlddésével és progreszidjaval [123, 124].

Mindezen feliil, eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a PDGFRa
receptor, amelynek kapcsolata a decorinnal eddig ismeretlen volt, szintén sszefliggésbe
hozhato ezzel a proteoglikannal. A PDGFRa teljes és aktivalt mennyisége is
megemelkedett a Dcn™” 4llatok majaban a hepatotoxikus kezelések hatésara. A receptor
felhalmozodasat a cirrhotikus septum-okban ¢és a tumorstromaban egyarant
megfigyeltiik. Megjegyezendd, hogy a fokozott PDGF szignal aktivitas olyan tovabbi
fibrotikus betegséggel is Osszefiiggésbe hozhatd, mint a tiidé-cirrhosis, scleroderma,
glomerulosclerosis, és a cardialis fibrosis [119]. Munkacsoportunk korabbi
megfigyelése, miszerint a decorin hianya fokozott majfibrosist okoz [34], magyarazatul
szolgalhat a megemelkedett PDFGRo szintre a Dcn™, cirrhotikus majakban. A
PDFGRa-nak nemcsak a tumor angiogenezisben van fontos szerepe, de kozvetleniil
feln6tt allatok hepatocitdiban nem mutathatd ki, mivel szdmottevé expresszidja a
fejlodés soran megsziinik, és nem marad aktivalt, foszforilalt PDGFRa a m4jsejteken
[117]. Ennek megfeleléen mi sem tudtuk kimutatni a receptor jelenlétét sem a vad

tipusu, sem a decorin hidnyos kezeletlen, kontroll mintdinkban. Azonban a TA-kezelés
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hatasara megjelent a PDGFRa a tumorsejtek membranjaban, és a Den” mintdkban
nagyobb mennyiséget és foszforilaltsagot tapasztaltunk, mint a vad tipusi mintak
esetén. Ez az eredmény Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy mind a teljes,
mind az aktivalt PDGFRa mennyisége megemelkedik HCC sejtvonalakban, és resectios
tumormintdkban, ahol a magasabb receptor szint agresszivabb sejtvonallal, illetve
rosszabb prognozissal tarsul [117]. Mindemellett, a PDGFRa monoklonalis antitest-
kezelés gatolja a tulélést és a proliferaciot szamos human és egér sejtvonalban, beleértve
HCC vonalakat is [117, 125, 126]. Ennélfogva, tal azon, hogy a PDGFRo kiemelt
szerepet tolt be a HCC-k angiogenezisében, fontos szerepe lehet a proliferacio és a
tulélés szabalyozasaban is, igy a receptor igéretes célpontta valhat a célzott
tumorterapids megkozelitések szdmara.

A decorin hatasanak feltarasahoz kettdés immunfestést alkalmaztunk a mintainkon,
amelyeken a decorint és PDGFRa-t fluoreszcensen jeloltiik. Meglepd mddon csak
kismértékti, fokalis kolokalizacidt tapasztaltunk a vad tipusa mintak cirrhotikus
terliletein és a tumorstomdjdban. Ennek alapjan jutottunk arra a feltételezésre, hogy a
decorin a PDGF receptorra nem kozvetlen modon hat, ellentétben mas RTK-hoz.
Ismert, hogy a decorin novekedési faktorokat képes kotni, ami féleg a fehérjevaz
szamara is az extracellularis matrixban [74]. Ilyen kozvetlen interakciot mar bemutattak
a TGF-B1-gyel, amelynek kovetkezménye a novekedési faktor hatasainak gatlasa [52].
fgy azt feltételeztik, hogy mivel szamottevd kozvetlen kapcsolat a PDGFRa és a
decorin kozott nem igazolhatd, a decorin a receptor természetes ligandjat koti meg,
amellyel visszatartja a novekedési faktort, hogy a PDGFRa-hoz kosson, ezzel pedig
csokkenti annak aktivaciojat. Ezt az indirekt hatast sejtmentes in vitro vizsgalatban is
megerdsitettiik. Tovabbi kisérletekre lesz sziikség annak tisztdzasara, hogy a decorin all-
e kozvetlen kapcsolatban a PDGFR-rel, vagy sem. Eredményeink ugyanakkor
Osszhangban vannak a megfigyeléssel, miszerint a decorin megkéti PDGF BB-t, ezzel
potencialis gatloszere a ballonos angioplasztikat kdvetd intima hyperplazianak [127].
Tovéabba, munkacsoportunk korabbi, oligoarray hibridizacios vizsgalata ramutatott (K.
Baghy, R.V. lozzo ¢és 1. Kovalszky, nem publikalt adat), hogy mRNS szinten a PDGF A
és PDGF B expresszioja megemelkedik a Den™” allatok mintaiban TA-kezelést kovetéen

a vad tipushoz képest. Azt egyelére nem tudjuk, hogy a decorin vajon képes-e a PDGF
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AB-n ¢és BB-n kiviil mas PDGFR ligandokat is megkotni (mint az AA vagy CC), ennek
felderitése tovabbi vizsgalatokat tesz indokoltta. Korabbi eredményeink azt is igazoltak,
hogy a decorin hianya fokozza a TGF-B1 hatékonysagat a majfibrosis kialakulasa soran
[34]. Ennek megfeleléen a TGF-B1 dozisfiiggd modon noveli a PDGF B mRNS
vitro kisérletekben a PDGF A, valamint a PDGFRa és -3 expresszidja is megemelkedett
TGF-B1 kezelés hatasara [129]. Ezen feliil, a PDGF képes autokrin modon, sajat
expresszidjanak indukciodjara is ERK1/2-en keresztiil [130]. Korabbi tanulmanyunkban
szerepel, hogy a decorin hianyos allapot az aktivalt foszfo-ERK1/2 mennyiségi
novekedéséhez vezet [34]. Mindezt Osszegezve, lehetséges, hogy a decorin hianya
magasabb TGF-B1 aktivitast, enneck mentén pedig PDGF ’overexpressziot’ okoz, amely
aztdn képes biztositani sajat termelddését (32. abra). Tovabbi lehetséges
mechanizmusok is kozre jatszhatnak a decorin és a PDGF termelddés viszonyaban.
Példaul a PDGF B expresszidja fokozodik a Wnt/B-catenin jelatvitel aktivacidjakor
[131], a decorin pedig kozismert gatloszere ennek a fontos utvonalnak [35, 107].
Mindezek alapjan azt gondoljuk, hogy amikor a decorin hidnyzik a rendszerbdl, és igy
nem képes megkodtni a PDGF ligandot, amivel funkciojaban visszatarthatnd, a
novekedési faktor termelddése megnovekszik. Az extracelluléris térben felhalmozddo
PDGF igy nagy mennyiségben, szabadon kapcsolodhat annak receptorahoz. Ezek az

események végiil a PDGF receptor megnovekedett aktivitasahoz vezetnek (32. abra).
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32. abra. Decorin hatasa a PDGF jelatvitelre kisérletes majrakokban. TGFf
hatasara a PDGF ligand termelédése megnovekszik. A decorin jelenléte mind a
Smad-fiiggé, mind a Smad-fiiggetlen TGFp receptor szignalizaciét gatolja, amely
csokkent PDGF ligand expressziot eredményez. Az extracellularis térben a decorin
meggatolhatja PDGF receptorahoz torténé kapcsolodasat, amellyel gatolja a
tovabbi jelatvitelt a PDGFR-rol. A PDGF autokrin és/vagy parakrin modon hathat
a kornyezetében. MEK, mitogén aktivalta protein kinaz protein kinaz/ERK Kkinaz,
PLCc, foszfolipaz C gamma; TGFBRI, TGFp receptor 1;
TGFBRIL, TGFp receptor 2.
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A decorin gatolja a VEGF termelddést is a tumorsejtekben, és ezzel egyidejlileg
kozvetleniil blokkolja a VEGFR2-t [132]. Lehetséges, hogy a decorin ehhez hasonldan,
megakadalyozza a PDGF kifejezodést, és talan kozvetleniil is képes a PDGFR
blokkoldsara a tumorokban, ezzel csokkent receptor foszforilaciot kivaltva. A PDGF
forrdsa egyeldre tisztazatlan, a ligand szarmazhat a stroma sejtjeibdl, amelyek aztin
parakrin modon hatnak a tumorsejtekre, de ezzel parhuzamosan megtermelhetik a
tumorsejtek is autokrin médon [129]. A kiilonféle izoformak szarmazhatnak kiilonb6z6
sejtekt6l [133]. Szamos, tumormodellekkel késziilt tanulmany beszamolt arr6l, hogy a
gliilkozaminoglikanok, mint pl. a chondroitin-szulfat, kdzponti szerepet jatszhatnak a
PDGFR hatasaban [134-136], ¢és részt vehetnek az extracellularis matrix
Ujraszervez6désében [137, 138]. Mindezt egylittesen értékelve, lehetséges, hogy mind a
decorin fehérje véza, mind annak DS/CS oldallanca képez befolyasolni a PDGF
szignalizaciot. Tovabbi vizsgalatok szilikségesek annak megallapitasara, hogy a
decorinnak mely része mely hatas kivaltasaért felelds.

A jelatviteli halozatban a receptor aktivaciot a Ras/MEK/ERK ¢és a PI3K/Akt/mTOR
utvonalak kozvetitik, amelyek a legfébb, és a legtobbet tanulmdnyozott szignalizacios
utvonalak a daganatok tobbségében, beleértve a HCC-t is [9, 75]. Jelents emelkedést
tapasztaltunk DEN-kezelés soran az ERK1/2 foszforilacidjanak szintjében a decorin
hidnyos mintdkban annak ellenére, hogy a vad tipust allatokban nem lattunk valtozast a
kezeletlen kontrollhoz képest. Ez azt jelenti, hogy a DEN-kezelés a decorin
jelenlétében nem okoz szamottevd valtozast az ERK1/2 foszforildcidban, tehat a hatas a
decorin hianyanak tulajdonithatd. Ez volt a legszignifikansabb kiilonbség, amit a
kisérletes modelliinkben sikerilt kimutatni. Mindemelett, az Akt foszforilacid is
markans emelkedést mutatott a Dcn” majtumorokban a vad tipusi mintakhoz
viszonyitva. Ismert, hogy az Akt foszforilalt formaja inaktivalja GSK3p-t [139, 140],
ugyanakkor a GSK3pB foszforilaciojaban valtozast nem tudtunk detektalni, amely
degradacios szignalként a fehérje mennyiségének csokkenését okozna. Ezzel szemben
csokkent c-Myc és B-catenin foszforilaciot észleltiink a decorin hianyos karcinogén-
kezelt mintakban, amely valtozasok utalhatnak a fokozott GSK3p inaktivaciora [36]. A
GSK3p olyan kézponti molekula, amely szamos jelatviteli atvonalbol szarmazo szignalt
képes Osszekapcsolni, példaul a Wnt és az RTK utvonalak szignaljait. Ennek

megfelelden, a fehérje aktivitasa gondosan szabéalyozott folyamat. A Ser9-es pozicioban
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torténd inaktivald foszforilacidja mellett a GSK3P aktivacio a Thy216-os pozicid
foszforilacidjaval novelhetd. Ez az aktivalo foszforilacio gatolhato EGF és inzulin
ligandokkal [139]. Elképzelhet6 tehat, hogy a decorin hidnyos majtumorokban
lecsokkent GSK3[ aktivitas az aktivald foszforilacid gatlasanak eredménye, amelyet a

megemelkedett foszfo-EGFR szint okoz.
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33. abra. Decorin hatasa a jelatviteli folyamatokra kisérletes majrakokban. Az
extracellularis térben a decorin novekedési faktorokat kiothet (pl. PDGF-et) és
szamos tirozin kinaz receptorhoz kapcsolodhat (RTK). Ezek az interakciok
befolyasoljak az olyan ’downstream’ jelatviteli utvonalakat, mint az Akt/GSK3,
vagy a RassMEK/ERK. Az ERK1/2 valtozasai a decorin jelenlétében, illetve
hianyaban a kiilonféle receptorok kozti ’crosstalk’ kovetkezménye lehet. A GSK3p
aktivitasa B-catenin és c-Myc degradaciohoz vezet. A decorin p21WAFL/CIP1
aktivacion keresztiil éri el tumorszupresszor hatasat. Amikor a decorin nincs jelen,
a c-Myc sejtmagba torténé transzlokaciéja AP4 expressziohoz vezet, amely gatolja
a p21WAFLCIPL ggnkifejezddését. Ez ahhoz vezet, hogy a CDK4 foszforilalja a
retinoblasztoma fehérjét, és igy végiil a sejt atlendiil a sejtciklus restrikcios
pontjan az S-fazisba. GF = névekedési faktor; GSK3 = glikogén szintaz kinaz 3;
MEK, mitogén aktivalta protein kinaz protein kinaz/ERK kinaz.
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Kisérleteinkbdl az latszik, hogy a decorin tumorigenezist gatld hatasa TA-kezelés
soran jelentésebbnek bizonyult, hianyaban joval kifejezettebb tumorfejlodést
tapasztaltunk, mint a DEN-indukalt majdaganatok esetén, ahol nem alakul ki cirrhosis a
kezelés hatasara. Az nem vilagos, hogy a kollagénhez kotott decorin vajon hatékonyan
képes-e a sejtfelszini receptorokhoz kapcsolodni, és ezzel beavatkozni a szignalizacios
folyamatokba, vagy csak a szolubilis decorin teszi ezt, amely erre bizonyitottan képes.
A cirrhotikus majban a decorin a fibrotikus septum-ok mentén halmozédik fel, valamint
a tumorok koriili kotészovetben figyelheté meg, amig a cirrhosis nélkiili, DEN-kezelt
majakban joval kevesebb decorin lathato. Megjegyezendd, hogy az extracellularis
matrix MMP-k altal torténé fokozott degradacioja mind a fibrogenezis soran [141, 142],
mind a karcinogenezisben [143, 144] gyakori folyamat. Ezek fényében feltételezheto,
hogy a decorin MMP miikodés kovetkeztében a Kollagénhez kotott allapotabol
felszabadulhat, ami a szolubilis proteoglikan helyi felhalmozodasat okozza az invaziv
tumor frontjaban. Ha ez igy van, akkor TA-kezelés sordn a decorin mennyisége a
kotdszovetes felhalmozodas kovetkeztében eleve magasabb, mint DEN-kezelés esetén,
igy a szoveti koncentracidja a cirrhotikus talajon fejloédé HCC-k koriil joval magasabb,
mint a cirrhosis-t6l mentes majtumorok fejlédése soran. Ez eredményezheti a decorin

hangsulyosabb tumorndvekedés gatld hatasat a TA-indukalt méjrakokban.

Osszegezve, a decorin gén Kkiiitése szamos komplex, sejtmiikddést szabalyozo
folyamatot befolyasolt. A proteoglikan hidanya a PDGFRa, EGFR, RON és az IGF-IR
tirozin kinaz receptorok alapaktivitasat megnovelte, ennek kovetkezében pedig a
sejtnovekedést tamogatd és a talélést elésegitd szignalok felerésodtek a tumorokban.
Vizsgalatainkban a decorin PDGFR galté hatdsat a hepatokarcinogenezis soran nem
kozvetleniil a receptoron, hanem annak PDGF AB ligandjat megkotve befolyéasolta. A
modellrendszeriink alapjan a decorint nélkiil6zd szoveti kdrnyezet és az ebbdl szarmazo
RTK aktivacio olyan koriilményeket hoznak étre, amelyben a Ras/MEK/ERK tutvonal
tartosan aktiv maradhatott. Kisérleteink soran ez a jelatviteli ut bizonyult a legfébb
szignaltranszdukcios titvonalnak. Mindemellett, fontos szerepet tulajdonithatunk az Akt
figyeltiink meg (33. abra). A sejtmagban, c-Myc képes az AP4 transzkripcios faktor

indukasara, amely ismert transzkripcios represszora p21WAFYCIPL tymorszuppresszor
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fehérjének. Ennek kovetkeztében a lecsokkent p21WAFL/CIPL

szint mar nem lesz elegendd
a CDK4/Ciklin4 komplex gatlasara, amely a retinoblasztoma fehérje foszforilalasan
keresztiill E2F felszabadulast okoz, ennek eredménye pedig, hogy a sejt

keresztiilhaladhat a G1 fazis restrikcids pontjan (33. abra).

Osszefoglalva, vizsgilataink 1j adatokkal szolgilnak a decorin majdaganat
progresszidjanak gatlasaban betoltott szerepét illetéen, €s mechanisztikus jellemzést
nytjtanak annak in vitro és in vivo biologiai aktivitasara. Eredményeink tdmogatjak az
elképzelést, miszerint a decorin valamely forméja dnmagdban, vagy mas szerekkel
kombinalva felhasznalhatova valhat a tumorterapiaban [35, 37, 45]. Annak ténye, hogy
a decorin természetes, biologiai fehérjetermék, amely emiatt nem immunogén, célzott
bejuttatassal, és/vagy expresszioval torténd felhasznalasa a tumorokkal folytatott

kiizdelemben ésszerii lehetéségnek tiinik [37, 74, 145, 146].
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VI. KOVETKEZTETESEK

1. A decorin a kiilonféle sejttipusokban eltérd jelatviteli utvonalakon keresztiil
képes kifejteni tumorszupresszor hatasat.

a. adecorin a G1 fazis blokkjat képes okozni a sejtciklushan a p21WAF/CIPL
indukciojan keresztiil

b. ahogy a Hep3B sejtekben lathattuk, G2 fazis blokkot is eléidézhet, ha a
koriilmények ezt teszik lehetové

2. A decorin hidnya az indukalt hepatokarcinogenezis soran kedvez a tumor
progresszionak. A decorin hidnyos allatokban mindkét modelliink esetén
nagyobb szamu ¢és térfogati majdaganat alakult ki a vad tipussal 6sszehasonlitva
¢s ez a kiilonbség a TA kezelt allatokban kifejezettebb volt.

3. A TA kezelt allatokban a decorin jelenléte vagy hianya féleg a RTK/Ras/MAPK
utvonalat befolyasolta, mig a DEN kezelt allatokban a p-catenin szerepe volt
inkabb kifejezett.

4. A decorin hidnya konstutivan aktiv tirozin kindz receptorokat eredményez,
amelyek koziill a decorin lehetséges célpontjaként a MSPR/RON receptort
korabban még nem azonositottak.

5. A PDGFRa receptoraktivacidt a decorin valdsziniileg nem kozvetlentil gatolja,
hanem annak ligandjanak megkotésével, igy megakadalyozza, hogy a PDGF a

receptorahoz kapcsolodhasson.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A majrak az egyik leggyorsabban terjedd daganattipus vilagszerte. Az esetek
tobbségében kronikus gyulladds okozta fibrosis vagy cirrhosis all a tumor
kialakuldsanak hatterében. Malignus transzformacié soran a tumor mikrokdrnyezete
olyan mindségi és mennyiségi valtozasokon megy keresztiil, amelyek befolyasoljak a
tumorsejtek viselkedését. A decorin egy kisméretli leucinban gazdag proteoglikén, az
extracellularis martix egyik eleme, amely gatolni képes a tumorfejlodés folyamatait
egyes tirozin kinaz receptorok (EGFR, Met, IGF-IR, vagy PDGFR) blokkolasaval.

In vitro és in vivo kisérleti rendszereken vizsgaltuk a jelatviteli folyamatokat. Négyféle,
kiilonb6zé molekularis hattérrel rendelkezd hepatoma sejtvonalat tanulmanyoztunk (a
HepG2-t, a Hep3B-t, a HuH7-et, és a HLE-t). Eredményeink igazoltdk a decorin
potencialis novekedésgatld hatasat mindegyik sejtvonalon. A decorin altal kivaltott jol
ismert p21WAFYCIPL ihdukeiojat, a c-Myc és p-catenin inaktivalé foszforilaciojat, és az
EGFR, GSK3pB ¢és ERKI1/2 foszforilacijanak csokkenését figyeltik meg a HepG2
sejteken. Ugyanakkor a tobbi sejtvonalon ettdl eltérd, Gj mechanimusokat tartunk fel,
példaul a Hep3B esetében a decorin altal G2 fazisban okozott sejtciklus blokkot.

Az  allatkisérleteinkben  tioacetamid ¢és  dietil-nitrézamin  altal  el6idézett
hepatokarcinogenezis modelleket hasznaltunk. A decorin hianyos allapot megndvelte a
tumorkialakulds gyakorisagat a vad tipusu allatokhoz képest. Ez &sszhangban volt a
lecsokkent p21WAFYCIPL g7intjével. Emellett kimutattuk, hogy a decorin hianyos allapot a
decorin harom olyan, ismert RTK célpontjanak allando aktivacidjat okozza, mint a
PDGFRa, EGFR, IGF-IR valamint, ezen felill egy uj, negyedik célpontot, a
MSPR/RON-t is azonositottunk. Az PDGFR jelatvitel gatlasa valosziniileg a PDGF
ligand megkotésén keresztiil valosul meg.

Vizsgalataink soran 0sszességében azt talaltuk, hogy a decorin jelentds szerepet jatszik
a hepatokarcinogenezis kialakulasanak és progresszidjanak gatlasaban in vitro és in
vivo. Ennek megfelelden, eredményeink alatdmasztjdk a decorin terapias

felhasznaldsanak lehetdségét.
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VIII. SUMMARY

Hepatocellular carcinoma represents one of the most-rapidly spreading cancers in the
world. In the majority of cases, an inflammation-driven fibrosis or cirrhosis precedes
the development of the tumor. During malignant transformation, the tumor
microenvironment undergoes qualitative and quantitative changes that modulate the
behavior of the malignant cells. Decorin, a small leucine rich proteoglycan, member of
the extracellular matrix, known to interfere with cellular events of tumorigenesis mainly
by blocking various receptor tyrosine kinases (RTK) such as EGFR, Met, IGF-IR, and
PDGFR.
In this study, we characterized cell signaling events in in vitro and in vivo experimental
systems. Hepatoma cell lines HepG2, Hep3B, HuH7 and HLE with different molecular
background and differentiational status were observed in vitro. Our results proved the
inhibitory potential of decorin on all hepatoma cell lines. Induction of p21WAF/CIPL
(which is a well-known proliferation inhibitory target of decorin), increase in c-Myc and
[B-catenin inactivating phosphorylation and decrease of EGFR, GSK3p3 and ERK1/2
phosphorylation were observed in HepG2 cells. However, other cell lines showed
alternative molecular mechanisms, for instance decorin caused G2 phase blockage in
case of Hep3B cells.
Two experimental models of hepatocarcinogenesis were used applying thioacetamide or
diethyl nitrosamine as carcinogens in animal experiments. Genetic ablation of decorin
led to enhanced tumor occurrence as compared to wild-type mice. These findings
correlated with decreased levels of the cyclin dependent kinase inhibitor p21WAT/CIPL |
addition, we discovered that in a genetic background lacking decorin, four RTKs were
constitutively activated (phosphorylated), including three known targets of decorin such
as PDGFRa, EGFR, IGF-IR, and a novel RTK MSPR/RON. Furthermore, we found
that decorin binds to PDGF rather than the receptor itself.

Our findings provide powerful genetic evidence for a crucial inhibitory role role of
decorin during hepatocarcinogenesis in vitro and in vivo. Thus, our results support

future utilization of decorin as an antitumor agent in liver cancer.
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