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1. Bevezetés

A  majrakok epidemiologidja  Osszetett, ¢és
nehézséget jelent a nagy szdmi madasodlagos daganat
elkiilonitése a primer tumoroktél. A hepatocellularis
karcinoma (HCC) a leggyakoribb primer majdaganat, de
meg kell emliteni a joval ritkdbb a cholangiokarcinémat,

az angioszarkomat illetve a gyermekkori
hepatoblasztomat, melyek szintén primer eredeti
majtumorok.

Rossz prognoézisa miatt a HCC okozta elhaldlozas a
daganatos megbetegedések kozott a 2. helyen all; a
mortalitas/incidencia arany 0,95. 2012-ben 745 000
halalesetet okozott hepatocellularis karcinoma (ez az
Osszes daganatos elhalalozas 9,1%-a).

Habar a HCC egy gyorsan progredialo, halélos
kimenetelli betegség, amelynek terdpidja mind a mai
napig nem kielégitd, megeldézésének eldsegitésére
szdmos informacio all rendelkezésiinkre. A tartés HBV
vagy HCV hepatitis virusfertézés felelés a majrakok
haromnegyedéért  vildgszerte, igy e  fertézések
megeldzése az esetszam csokkentésének egy lehetséges
modja. A fertdzés kronikus majgyulladast okoz, amely
fokozott regeneraciot, és fibrotikus, majd cirrhotikus
folyamatokat indukdl a majszovetben. Ez olyan
diszplasztikus  sejtcsoportok  (fokuszok, nodulusok)
létrejottét okozza, amelybdl késébb karcindma alakulhat
ki, de a cirrhotikus talajon kozvetleniil is kifejlodhet a
HCC. Azokban az esetekben, ahol nincs virusfertdzés, a
majszovet kronikus  karosoddsa  valthatja ki a
daganatképzodést; alkohol abuizus, vagy olyan direkt
genotoxikus szerek, mint az aflatoxin B1, szintén a HCC
kialakuldsat segitik el6. A szakirodalom beszamol
tovabbi olyan ¢életmoddal jaro, illetve oroklott okozati



faktorok kozremiikodésérdl is, mint a dohadnyzas,
obezitas, diabétesz vagy a fogamzasgatlok haszndlata,
amelyeknek szerepiik lehet a HCC kialakulasaban.

A HCC molekularis szinten igen polimorf
betegség. Ezt a komplexitast részben az etiologia,
részben a kialakulds mogott meghtzodd szertedgazod
patogén folyamatok magyarazzak. A HCC progresszidja
soran szamos jelatviteli utvonal és kozvetitd molekula
(pl. WNT/B-catenin, PISK/AKT/mTOR, RAS/MAPK,
HGF/MET, EGFR, IGF, VEGF és PDGF) miikddésében
figyeltek mar meg zavart, ugyanakkor a kotdszovet
szerepe a HCC progresszidjaban kevésse feltart teriilet.
Minden szdvet és szerv, igy a maj szovete is tartalmaz
egy nem-sejtes alkotoelemekbdl felépiild, jol szervezett
halézatot, amelyet extracellularis matrixnak neveziink
(ECM). Az ECM nemcsak szdveti szerkezetet biztosit,
amelybe az alapszoveti sejtek beagyazddhatnak, de
szdmos olyan sejtélettani folyamatot is szabdlyozni
képes, mint a novekedés, migracio, differenciacio,
tulélés, homeosztazis ¢és morfogenezis. Az ECM-et
sokféle makromolekula alkotja, dsszetétele szovetenként
eltérd és specifikus. Az ECM {6 alkotéelemei olyan
rostalkotd fehérjék/makromolekuldk, mint a kollagének,
az elasztin, a fibronektin, a lamininek, a glikoproteinek, a
proteoglikanok és a gliikkdzaminoglikanok. Ezek mind
erdsen savas ¢és hidratalt molekuldk, amelyek
Osszekapcsolodva nagyméretli  fibrillaris — struktirakat
hoznak létre.

Az ECM nemcsak fiziologids folyamatokban
fontos résztvevd, de a szoveti mikrokornyezetnek a
malignus fenotipus kialakuldsaban ¢és a tumorsejtek
viselkedésének szabalyozasdban is nagy jelentdsége van.
Malignus transzformacido soran a tumoros sejteket



koriilvevdé ECM olyan mennyiségi ¢€s mindségi
valtozasokon megy keresztiil, amelyek megvaltoztatjak
az ECM dinamikus fel- és leépiilésének szabalyozasat,
igy végsd soron olyan kéros miikodéshez vezetnek,
amely tdmogatni képes a daganat fejlodését.

A primer hepatocellularis karcinoma gyakran alakul ki
cirrhosis vagy kronikus gyulladas okozta fibrosis talajan,
habar a tumor kialakuldsanak ez nem nélkiilozhetetlen
feltétele. Kronikus gyulladéas soran egyrészt a felgyorsult
hepatocita regeneracié miatt a DNS hibajavitas mértéke
elégtelenné valik, igy mutaciok halmozddnak fel a
majsejtekben, masrészt az extracellularis matrix koros
atalakuldsa a szoveti kornyezetben jelenlévd jelatviteli
faktorok mennyiségét, lokalizaciojat és szerepét iS
modositja, tonkretéve ezzel az eredeti, normalis funkciot.

A decorin az ECM egy kisméretii, leucin-gazdag
proteoglikdnja (SLRP), amely egy kis méretli kozponti
fehérje vazbol (core protein), és egy O-glikozidos
kotéssel kapcesolodd GAG oldallancbol épiil fel. Mind a
fehérje vaz, mind a GAG oldallinc szamos olyan
molekulat képes megkotni, amelyek kiilonféle jelatviteli
utvonalak miitkddésében jatszanak fontos szerepet. Ennek
megfeleléen a decorin szabdlyozni képes a fiziologias €s
tumoros mikrokdrnyezetet, és jellemzden tumorgétlo
hatdsa van. 2012-ben mar a ,,matrix Ormolekulajaként”
emlitik analogidban a p53 fehérjével, amely a ,,genom
ore”.

A decorin hidnya a tumorstromabdl korreldl a rosszabb
tuléléssel, invaziv emlddaganatos betegeknél. El6bbiek
mellett, szamos daganat stromajaban jelentdsen
lecsokken a decorin mennyisége, igy a holyagrakok
esetében is, ahol a normal hélyagstromaban egyébként a
decorin nagy mennyiségben van jelen. A decorin és p53
kettés mutans egerek (DCN—/—; TP53—/—) joval



korabban elpusztulnak a benniik kialakuld agressziv T-
sejtes limfomaban, mint a csak p53 mutaciot hordozo
tarsaik. Ugyanakkor a szolubilis decorin szisztémas
bejuttatasa a szervezetbe (pl.: adenovirus segitségével)
szamos szolid tumor esetében szignifikdns moddon
csokkenti a neoangiogenezist.

Tovabbi kisérletes megfigyelések igazoltdk, hogy a
decorin  képes olyan sejtfelszini tirozin kinaz
receptorokhoz kapcsolodni, mint az EGFR (epidermalis
novekedési faktor receptor), a Met receptor, vagy IGFR,
¢s igy tobb olyan faktor novekedési faktor antagonistdja,
amelyeknek szerepiik van a sejtciklus, illetve proliferaciod
szabalyozasaban. Az ektopikus decorin expresszio
szamos, kiilonbozé szoveti eredetli neoplasztikus
sejtvonal proliferaciojat gatolta. Az ilyen, stabil
transzfektansokban a sejtciklus gatlasa jellemzéen a
p21WAFCIPL ytyonalon keresztiil valdsult meg, mivel
olyan sejtvonalban (pl.. HCT116 human vastagbél
karcindma), ahol a p21 nem funkcional, a decorin okozta
proliferaciogatlas sem volt megfigyelhetd.

Ezen feliil a decorin képes megkdtni, és ezzel blokkolni a
TGFB novekedési faktort, ezzel is gatolva egyes sejtek
novekedését.

Ezek a megfigyelések a decorin tumorszupresszor
szerepét igazoltak, és ennek megfelelden potencialis
terapias faktorként is érdemes lehet ra tekinteni, amely
akdr  Onmagaban, akar kemoterdpids  szerekkel
kombinalva gatolhatja a tumorprogressziot és a
metasztazist.

Munkacsoportunk korabban vizsgalta a decorin
kapcsolatdit a TGFp-val fibrosis €s majcirrhosis soran.
Azonban a decorin hatasat a hepatocellularis karcindbma
kialakuldséban és fejlodésében eddig még nem tartak fel.



Ennek megfeleléen egyrészt hepatoma sejtvonalakon
(HepG2, Hep3B, HuH7 ¢és HLE) végeztiink in vitro
vizsgélatokat, amelyekben a sejteket exogén human
rekombinans decorinnal kezeltiik, masrészt vad tipusq,
valamint decorin hidnyos (Dcn™) egerekben indukaltunk
majdaganatokat in vivo, ezzel vizsgalva a decorin
szerepét a hepatokarcinogenezisben.



2. Célkitiizések

1. Habar kordbban mar igazoltdk, hogy egyes hepatoma
sejtekre anti-proliferativ hatdssal lehet a decorin,
célunknak thztik ki, hogy felderitsiik, képes-e a human
rekombindns decorin kezelés gatolni a tobbféle
novekedésgatlas altalanosnak mondhato-e a hepatomak
kozott, vagy sem.

2. Hogy az in vitro megfigyeléseket in vivo eredményekkel
egészithessilk ki, kisérletes hepatokarcinogenezisben
kivantuk vizsgalni a decorin szerepét vad tipust és decorin
hidnyos (Dcn™) egerek dsszehasonlitdsa nyoman,.

3. Tovabbi célunk volt a megfigyelt hatdsok kivaltasaért
felelds jelatviteli utvonalak feltérképezése, a résztvevd
molekuldk mennyiségi és mindségi  valtozasainak
kimutatasa, valamint tovabbi lehetséges target molekulak

azonositasa.
4. Ezen feliil vizsgalataink kiértékelése nyoman atfogod képet
kialakitani a decorin szerepérol a

hepatokarcinogenezisben.



3. Modszerek

In vitro vizsgalatok: Hepatoma sejtvonalakat (HepG2, Hep3B,
HuH7 ¢és HLE) alkalmaztunk. Munkacsoportunk altal eldallitott
human rekombinans decorinnal kezeltik a sejteket, amelyek
mintakat hoztunk létre tovabbi vizsgalatokhoz.

In vivo vizsgalatok: C57BI/6, és decorin knock-out egereket
tioacetamid (TA) és dietil-nitr6zamin (DEN) hepatokarcinogén
szerekkel kezeltiik, ezzel majrakot indukaltunk benntik.

A szovettenyészeti  sejtkulturakbol és az  allatkisérletekbol
szarmazd mintdkat a tovabbiakban molekularis vizsgalatokhoz
hasznaltuk fel.

mRNS expresszio vizsgalatok: Az RNS-t a fagyaszott
majszovetbdl és a TRI reagensben felvett sejtekbol izoldltuk, majd
reverz transzkripciét kovetden az alabbi célgéneket vizsgaltuk
egerekben: CDKN1A, AP4, GS, AFP, és human sejtvonalon: WEEL,
CDC25A. Az eredményeket CT értékekben kifejezve kaptuk, a relativ
expressziot a 2-*4T modszerrel szamoltuk ki.

Fehérje aktivitas, lokalizacio és expresszié vizsgalatok: A
tirozin kindz receptorok aktivitdsanak méréséhez a receptorok relativ
foszforilaltsagdt RTK Proteome Profiler Array segitségével
vizsgaltuk. Az egyes célmolekuldk lokalizacidjanak
meghatarozasahoz ICC és IHC moddszereket alkalmaztunk a
megfeleld ellenanyagokkal. Fehérje mennyiségi 0Osszehasonlitd
vizsgalatokhoz Western blot technikat alkalmaztunk. A vizsgalt
targetmolekulak: decorin, c-Myc, foszfo-c-Myc (Thr58), p44/42 MAP
kinaz, foszfo-p44/42 MAP kindz (Thr202/204), [-Catenin, foszfo-f-
Catenin (Ser33/34/Thr41), p21Wal/Cirl  p27KiPl  pan-Akt, foszfo-Akt
(Thr308), GSK3p, foszfo-GSK3o/B (Ser21/9), foszfo-Rb (Ser780),
foszfo-Rb (Thr821), foszfo-CDK1 (Tyr9), PDGFRa, PDGF AB, p-Y.

A sejtek TGF-Bl termelését az R&D Systems ,,Solid Phase
Sandwich ELISA kit” segitségével mértiik.

A statisztikai vizsgalatokat legalabb harom fliggetlen mérés
segitségével végeztik, mely soran atlagot €s szorast szamoltunk. A
szamitasokat a GraphPad Prism 4.03 szoftver segitségével végeztiink
el. Az adatok normal eloszlasat a D’Agostino & Pearson teszt
segitségével vizsgaltuk. A kapott kiilonbségek szignifikanciajanak



megallapitasat az adatok eloszlasatol fiiggben nem parametrikus,
Mann-Whitney probaval, vagy Student-féle t-teszttel végeztiikk. A vad
tipus, ¢és Dcn knock-out csoportok tumor-eléfordulasanak
kiilonbségeit ¢s az eltérések szignifikancidjat y-négyzet probaval
értékeltiik. Az egymastol fiiggetleniil elvégzett, ismételt kisérletek
eredményeinek Osszevetésével igazoltuk a kisérletek
reprodukalhatosagat. Csak az ismételhetd, szignifikans eltéréseket
tartottuk valdban szignifikdnsnak. A szignifikanciat a gyakorlatban is
altalanosan hasznalt p < 0,05 szinten allapitottuk meg.



4. Eredmények

In vitro kisérletek eredményei

crer

A vizsgalt sejtfelszini RTK-k koziil egyediil az EGFR volt aktiv. A
foszfo-EGFR szintje jelentésen lecsokkent 48 h decorin kezelést
kovetden, koncentraciofiiggd modon, ezzel parhuzamosan pedig
ERK1 és ERK2 defoszforilacidjat figyeltik meg. A p21WAFLCIPL
fehérje mennyisége 4,8-szorosara és 3,7-szeresére emelkedett a
DCNS50 és DCN100 kezelési csoportokban a kontrollhoz képest, mig a
p27X'PL szintje 1,74-szeresére és 1,5-szordsére novekedett. Ezen feliil a
decorin a HepG2 sejtekben csokkent GSK3o/p foszforilaciohoz,
valamint emelkedett foszfo-fB-catenin  mennyiséghez vezetett.
Emellett, a B-catenint eltlinni lattuk a HepG2 sejtek magjabol, és a
sejtmembranban jelent meg az immuncitokémiai vizsgalatok sordn. A
decorin szignifikansan csokkentette a sejtek TGF-p1 szekrécigjat is.

Hep3B: A Hep3B proliferacidja szignifikdins modon csokkent
decorin kezelés hatasara. A sejteken a EGFR, InsR ¢és IGF-IR
foszforilacio-valtozast detektaktunk a tirozin kindz array-en. A
HepG2-h6z hasonldé modon, az EGFR foszfoprotein szignifikans
csokkenését figyeltik meg, azonban az InsR és IGF-IR receptorok
aktivaciojaban fokozodast tapasztaltunk. Az IGF és inzulin receptorok
aktivaciojaval parhuzamosan jelentdsen nott az Akt foszforilacioja a
fehérje 308-as treoninjan. Emellett, ugyan az ERK1 foszforilacidjaban
37%-o0s novekedést detektaltunk mindkét kezelt csoportban, de
szignifikans valtozast az pERK2 szintjében nem figyeltiink meg.
Habar sem a kezeletlen kontrollbdl, sem a decorin kezelt Hep3B
sejtekbdl nem tudtunk p21WAFCIPL et kimutatni, ugyanakkor a p27XIP
fehérje mennyisége szignifikans emelkedést mutatott 48 ora decorin
kezelést kovetden. A foszfo-GSK3P mennyiségében sikeriilt egy kis
mértékli novekedést kimutatni, ugyanakkor szignifikans valtozast sem
a foszfo-c-Myc, sem a foszfo-f-catenin mennyiségében nem talaltunk.
Tovabbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogya Hep3B sejtekben a
decorin kezelés indukdlja a CDKI1 foszforilaciojat, valamint ezzel
parhuzamosan a WEE1 mRNS expresszidja is megndovekszik. Ezen
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HuH7: A HuH7 sejtek esetén a decorin proliferacidé gatlo hatasat
csak 48 oras kezelés utan figyeltiik meg. A Hep3B-hez hasonloéan, a
sejteken aktivalt EGFR, InsR és IGF-IR receptorok talalhatéak. Az
EGFR foszforilacioja decorin kezelést kovetéen dozisfiiggd modon,
szignifikansan  csokkent. Az InsR ¢és IGF-IR  receptorok
foszforilaciojaban szignifikans eltérést csak a DCN100 csoportban
tudtunk kimutatni; a foszforilacio mértéke 34%-kal csokkent az InsR,
és 28%-kal az IGF-IR esetében. Elobbiekkel Osszefliiggésben a
foszforilalt Akt mennyisége is lecsokkent. Mindezzel szemben
azonban jelentés ERK aktivaciot detektaltunk a kezelést kdvetden;
mig 2,80-szoros €s 3,93-szoros novekedést figyeltiink meg az foszfo-
ERKI1 mennyiségében, addig 12,74-szoros és 19,83-szoros volt a
pERK2 emelkedés DCN50 és DCN100 csoportokban a kontrollhoz
képest. A p21WAFYCIPL CDK inhibitort sem a kontroll, sem a kezelt
HuH7 sejtekbdl nem tudtuk kimutatni, és a p27K'™ esetében is csak kis
mértékli, nem szignifikans valtozast figyeltiink csak meg. A GSK3p
foszforilacio a DCNS50 csoportban habar megemelkedett 32%-kal, a
DCN100  kezelési  csoportban  foszfo-GSK3a-hoz  hasonléan
latvanyosan, 62%-kal lecsokkent. A fentick mellett jelentés c-Myc
foszforilaciot detektaltunk a 48 o6ras decorin kezelés hatasara, de
foszforilalt B-catenint a HuH7 sejtekbdl nem sikeriilt kimutatnunk.
Szignifikdns valtozast a szekretalt TGF-B1 koncentracioban nem
tudtunk kimutatni a sejtek decorin kezelését kovetden.

HLE: A fibroblaszt-szerti HLE sejteknél csak kismértékii, nem-
szignifikans proliferacio-csdkkenést tudtunk kimutatni decorin kezelés
hatasara, és aktiv, foszforilalt tirozin kinaz receptort sem detektaltunk
a sejteken. Ennek ellenére jelentds, 66%-os és 64%-0s csokkenést
tapasztaltunk az Akt foszforilacigjdban a DCN50 ¢és DCN100
csoportokban a kontroll sejtekhez viszonyitva. Erdemi valtozast az
ERK1/2 foszforilacidjaban nem figyeltiink meg. Amig a p27<'®* nem
véiltozott a decorin jelenlétében, a p21WAFYCIPL  mennyisége
szignifikins  modon  megemelkedett. A GSK3  fehérjék
foszforilaciojdban csak enyhe csokkenést tapasztaltunk, ellenben a
magasabb  kezelési  koncentraci6 hatasara a  foszfo-c-Myc
mennyiségében 37%-os ndvekedést figyeltiink meg. Ezen feliil
jelentés B-catenin foszforilacidt detektaltunk; 2.76-szoros novekedést
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a DCNS50 csoportban, és 3.07-szoros novekedés a DCNI100, amit
immunhiszokémia segitségével sikeriilt alatimasztanunk. A decorin a
HLE sejtek TGF-B1 szekréciojat csokkentette a legnagyobb
mértékben.

Allatkisérletek eredményei

Fenotipusos valtozasok

Az eltérd hepatokarcinogenezis modellek a vartnak megfelelden mas
fenotipusi  tumorokat eredményeztek. A  tioacetamid (TA)
metabolizmusa a hepatocitdkban a citokrom p450-en keresztiil valosul
meg, amely elszor fibrosishoz, majd cirrhosishoz vezet. Ennek
megfeleléen, a TA kezelés fokozott hepatocita regeneraciot okozott,
ami a hepatokarcinogenezis inicidtora a cirrhotikus majban. A TA-
indukalt tumorsejtben a citoplazma mennyiségének emelkedése volt
megfigyelhetd, erds eosinophil festddéssel, a tumorokat jellemzbéen
kotoszovetes tok vette koriil. Ezzel szemben a nagy dozisu dietil-
nitrozamin (DEN) adasa kozvetlen DNS karosodast okoz, fibrotikus
valtozasok nélkiil. Ezek a tumorsejtek kis méretiiek, basophil
festddésti citoplazmaval, valamint gyakran tortek be az erekbe.

A decorin hidnyos egerek 93%-aban fejlodott makroszkoposan is
megfigyelhetd majdaganat TA-kezelés hatdsira, amig a vad tipusu
allatoknal ez csak 22% volt. A DEN kezelés a Dcn”" allatok 44%-ban
vezetett tumorok kialakulashoz szemben a vad-tipust allatoknal
megfigyelt 27%-kal, bar ez az eredmény nem érte el a statisztikai
szignifikancia hatarat. Ezzel parhuzamosan, szignifikinsan magasabb
tumortérfogatot mértiink a decorin hianyos allatokban, mint a vad
tipusu egerekben.

Molekularis valtozasok

Négy tirozin kinaz receptort azonositottunk, nevezetesen a PDGFRa-t,
az EGFR-t, az MSPR-t (mas néven RON-t) és az IGF-IR-t, amelyek
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decorin hianyaban mindkét kezelés soran szignifikansan magasabb
szinten foszforilalodtak.

Mivel a legmarkansabb valtozdst a pPDGFR mennyiségének
valtozasaban detektaltuk, ezért PDGFRa receptort vetettiik tovabbi
vizsgalatok ala. Kimutattuk, hogy a PDGFRa egészséges majban foleg
az olyan nem parenchyma tipusu sejtekben lokalizalédik mint a
fibroblasztok, vagy myofibroblasztok, azonban megjelenhet a
tumorsejtek felszinén is. Mivel kett6s immunfestés nyoman
megallapitottuk, hogy a decorin és a PDGFRa nem kolokalizal,
megvizsgaltuk, hogy vajon a decorin képes-e kozvetleniil kotni a
PDGF ligandot. Immobilizdlt human rekombinans decorint
inkubaltunk PDGF AB-vel, majd PDGF AB specifikus antitesttel
immunreakciot végeztink. Ennek eredményeképp a decorint
tartalmazé6 membranpontokon megjelent a PDGF specifikus jel, igy
megallapitottuk, hogy a decorin képes megkotni kozvetleniil a PDGF-
et.

Mivel a decorin kozismerten p21WAFUCIPLen Keresztill fejti ki

tumorszupresszor hatasat a legtobb esetben, 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
hianyos egerek majaban. TA kezelés hatasara jelent6s novekedés volt
megfigyelhetd a p21 mennyiségében vad-tipusu allatok mintaiban. A
hepatocitak, kotészoveti sejtek, valamint a tumorsejtek is intenziv
immunfestddést mutattak. Ezzel szemben a decorin hidnyos egerekben
a p21 felhalmozédasa nem volt megfigyelheté, a tumorsejtek
magjabol pedig szinte teljesen hianyzott. A DEN kezelés is megemelte
a p2l szintjét a sejtekben, de a decorin hianya itt joval kevésbé
befolyasolta a folyamatot. A sejtciklus G1/S atmenet szabalyozasanak
pontosabb megértéséhez a retinoblasztoma (Rb) fehérje kiillonbozo
foszforilacios helyeinek allapotat vizsgaltuk meg a kisérleti
modelleinkben, foszfo-specifikus ellenanyagok segitségével (Ser780
és Thr821). A TA-indukalt majtumorokban kifejezett Rb foszforilacio
volt megfigyelheté a Ser780 pozicioban, amely a CDK4-n keresztiil

12



szabalyozodik, és amely joval kifejezettebb volt a Den” mintdkban,
mint a vad tipustiakban (2,65-szoros, és 1,77-szoros novekedés). A
DEN kezelés 40%-kal magasabb Rb-foszforilaciot eredményezett a
Ser780 foszforilacids helyen a decorin hianyos allatokban, mint a vad
tipusu tarsaikban. Thr821 hely foszforilaciojaért a CDK2 felel. A TA
és DEN kezelések ugyan minden esetben novelték a Thr821
foszforilaciojat a retinoblasztoman, kiilonbséget a vad tipusu és a
decorin hidnyos egerek kozott nem tudtunk kimutatni.

Tovabbi vizsgélataink sordn a c-Myc foszforilaciojanak erds
tumoros és nem tumoros sejtjeiben egyarant, a kezelés tipusatol
fliggetleniil. Ezzel szemben, a decorin hidnyos tumorsejtek kevesebb
foszfo-c-Myc-et tartalmaztak, mint az 6ket koriilvevé szovet.

A TA kezelés megnovelte a f-catenin mennyiségét; erds
immunfestddést tapasztaltunk a cirrhotikus teriileteken, kiillondsen a
proliferald epeutak mentén. Ugyanakkor, néhany kivételtdl eltekintve,
ahol a B-catenin citoplazmas, vagy gyenge magi lokalizaciot mutatott,
a legtobb hepatocitaban és tumorsejtben a [-catenin tovabbra is a
membranban lokalizalédott. Ezzel szemben a DEN-indukalt
majdaganatok esetén a fehérje jelentds transzlokaciét mutatott a
membranbol a sejtmagba, valamint szignifikansan kevesebb volt az
inaktivalt foszfo-B-catenin a decorin deficiens majakban, mint a vad
tipustiakban.

A kontroll mintdkban a foszfo-Akt nem volt kimutathatd, ugyanakkor
TA ¢és DEN kezelésre a mennyisége dramaian megemelkedett. A
decorin hianyos tumorokban szignifikansan magasabb foszfo-Akt
szintet detektaltunk, eszerint az Akt utvonal a decorin hianyaban
aktivalodik a kisérletes hepatokarcinogenezis soran.

A foszfo-GSK3a és foszfo-GSK3pB inaktiv formak mennyisége
megemelkedett a TA kezelés hatasara. Ugyanezt a hatast lattuk a
DEN-kezelés kovetkeztében is, azonban érdekes modon nem lattunk
kiilonbséget a p-GSK3p mennyiségében a genotipusok kozott egyik
kezelés hatasara sem, de a kontroll, kezeletlen mintakban sem.
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A jelatviteli mediatorok koziil a leginkabb szembetlinG valtozast az
ERK1/2 fehérjék esetén detektaltuk. A p-ERK1 szintje, §sszevetve az
Osszfehérje szintjével, 2,3-szorosara, illetve 3,6-szorosara emelkedett
TA-kezelés hatdsara a vad tipust és a Den” mintakban. A tioacetamid
4,7-szeres novekedést indukalt a p-ERK?2 szintjében a decorin hianyos
allatokban, mig a vad tipusuakban ez az érték csak 1,24-szeres
emelkedés volt. A DEN-kezelt vad tipusi mintakkal ellentétben, a
decorin hianyos egerekben ERK1/2 aktivaciot mutattunk ki, 2,9-szeres
és 5,3-szoros novekedést a p-ERK1 és p-ERK2 szintében. Ennek
megfeleléen az ERK1/2 utvonal decorin hianyaban folyamatosan
aktivalt.
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5. Kovetkeztetések

Igazoltuk a decorin tumorgatld hatasat hepatoma sejtvonalakon in
vitro. Egy kivételével a sejtvonalak jelentds proliferacio csokkenéssel
reagaltak a decorin kezelésre. HLE sejtvonal esetén csupan minimalis
csOkkenést lattunk. A decorin kezelés ennek megfeleldéen minden
sejtben okozott molekularis valtozasokat, amelyek azonban az egyes
sejtvonalakban eltérdnek mutatkoztak. Amig a HepG2 sejtek esetében
a szakirodalomban is ismeretes, kanonikus jelatviteli utvonal
aktivalodik, amely EGFR aktivacid gatlasaval és p21WAFLCIPL
expresszio ndvekedéssel jar, addig a Hep3B ¢és HuH7 sejtekben a
hatast inkdbb az inzulin és IGF-IR receptorok kozvetitették. G2/M
fazisblokkot mutattunk ki a Hep3B sejtekben, amely a decorin eddig
ismeretlen hatasa. A HLE sejtek esetében tapasztalt lecsokkent TGFB1
szekrécio alapjan feltételezziik, hogy ezeknél a sejteknél a decorin
inkabb a migraciora van hatassal a proliferacio helyett.

In vivo, a decorin hatékonyabbnak bizonyult a TA-kezelés soran,
mivel hianyaban a tumorigenezis kifejezettebb volt, mint a DEN-
indukalt majdaganatok esetén, ahol nem alakul ki cirrhosis a kezelés
hatasara. A cirrhotikus majban a decorin a fibrotikus szeptumok
mentén halmozodik fel, valamint a tumorok koriili kotoszovetben
figyelhetd meg, amig a cirrhosis nélkiili, DEN-kezelt majakban joval
kevesebb decorin lathatd. Megjegyezendd, hogy az extracellularis
matrix MMP-k altal torténd fokozott degradacioja mind a fibrogenezis
soran mind a Kkarcinogenezisben gyakori folyamat. Ezek fényében
feltételezziik, hogy a decorin az MMP miikddés hatasara képes a
kollagénhez kotott allapotabol felszabadulni, ami a szolubilis
proteoglikan helyi felhalmoz6dasat okozza az tumor invaziv frontjan.
Ha ez igy van, akkor TA-kezelés soran a decorin mennyisége a
kotoszovetes felhalmozodas kovetkeztében eleve magasabb, mint a
cirrhosistol mentes majtumorok fejlodése soran. Ez eredményezheti a
decorin hangsulyosabb tumorndvekedés gatld hatasat a TA-indukalt
majrakokban.

A decorin gén kilitése megnovelte a PDGFRa, EGFR, RON ¢és
IGF-IR tirozin kinaz receptorok alapaktivitasat, ennek kdvetkezében
pedig a sejtnovekedést tamogatdo és a tulélést eldsegitd szignalok
felerdsodtek a tumorokban. A decorint nélkiilo6zo szoveti kdrnyezet és
az ebbll szarmazd RTK aktivacid olyan koriilményeket hoznak étre,
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amelyben a Ras/MEK/ERK tvonal tartésan aktivalodhat.
Kisérleteink sordan ez a jelatviteli Ut bizonyult a legfébb
szignaltranszdukciés utvonalnak. Mindemellett, fontos szerepet
tulajdonithatunk az Akt aktivacionak, amelyet a c-Myc és a [3-catenin
Myc képes az AP4 transzkripcios faktor indukésara, amely ismert
transzkripcios represszora p21Wa/CPL tymorszuppresszor fehérjének.
Ennek kovetkeztében a lecsokkent p21Wa/CPl szint mar nem lesz
elegendd a CDK4/Cyclind komplex gatlasara, amely a
retinoblasztoma fehérje foszforilalasan keresztiil E2F felszabadulast
okoz, ennek eredménye pedig, hogy a sejt keresztiilhaladhat a G1 fazis
restrikcids pontjan.

Ezen feliil kimutattuk, hogy a decorin gatolja a PDGF receptort a
hepatokarcinogenezis soran, amely hatast valoszintileg nem a receptor
kozvetlen blokkolasaval ér el, hanem annak PDGF AB ligandjat koti
meg.

A decorin és a hepatocellularis karcinoma kapcsolataval
kapcsolatos vj megallapitasaim:

1. A decorin a kiilonb6z6 hepatoma sejtvonalakban eltéré jelatviteli
utvonalakon keresztiil fejti ki tumorszupresszor hatasat.
a. habar a decorin jellemzéen a Gl fazis blokkjat okozza a
sejtciklusban a p21WAFYCIPL indukcidjan keresztiil,
b. ahogy a Hep3B sejtekben lathattuk, G2 fazis blokkot is
eloidézhet, ha a koriilmények ezt teszik lehetdvé
C. a decorin kozvetlen célpontja lehet az inzulin és IGF-IR
receptoroknak is, azok foszforilaciojat kisérletesen novelni €s
csokkenteni is képes volt
2. A decorin hianya az indukalt hepatokarcinogenezis soran kedvez
a tumor progresszionak. A decorin hianyos allatokban mindkét
modelliik esetén nagyobb szamu és térfogatu majdaganat alakult
ki a vad tipussal Osszehasonlitva és ez a kiilonbség a TA kezelt
allatokban kifejezettebb volt.
3. A TA kezelt allatokban a decorin jelenléte vagy hianya inkabb a
RTK/Ras/MAPK utvonalat befolyasolta, mig a DEN kezelt
allatokban a B-catenin szerepe volt inkabb kifejezett.
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A decorin hianya konstitutivan aktiv tirozin kindz receptorokat
eredményez, amelyek koziil a decorin lehetséges célpontjaként a
MSPR/RON receptort korabban még nem azonositottak.

A PDGFRa receptoraktivaciot a decorin valoszinlileg nem
kozvetleniil gatolja, hanem annak ligandjdnak megkotésével, igy
megakadalyozza, hogy a PDGF a receptorahoz kapcsolodhasson.
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