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BEVEZETES

A daganatos megbetegedések elofordulasi gyakorisaga
folyamatos novekedést mutat. Az esetek tobbségében nem az
els6dleges daganat, hanem a tavoli attétek kialakulasa miatt
végzetes a betegség. Az attétek kialakulasa Osszetett folyamat,
mozgasanak idébeli és térbeli 6sszehangolasa. Eme biologiai
folyamatok kapcsolata intenziven tanulmanyozott teriilet.
Bizonyos kisérleti adatokon, valamint azon feltételezésnek
megfelelden, hogy a sejtvaz nem vehet részt egy idében a
sejtmozgas és osztdédas folyamataiban, a “go or grow”
hipotézis posztuldlja, hogy a sejt migracido €s proliferacio
egymast kizaré folyamatok és a tumor sejtek késleltetik az
osztédast a migracié érdekében. A “go or grow” hipotézis
szinte valamennyi kisérletes és elméleti vizsgalata
neuroektodermalis eredetii intrakranialis tumorsejteken zajlott,
a kapott eredmények azonban korantsem egyértelmiiek.
Gliomak esetében szamos molekularis mechanizmust is
leirtak, amelyek meghatarozhatjak, hogy a sejt mozogni vagy
osztodni fog-e: ilyenek a FAK kifejez6dése és aktivitasa, a
mir451/ LKB1I/AMPK vagy a mir9/CREB/NF1 szabalyozas
valamint a karboxipeptidaz E (CPE) expresszidja.

A “go or grow” hipotézis alapjan kiilonosen fontos lenne olyan
hatékony rakellenes szerek kifejlesztése, melyek azokat a
talélé tumorsejt alpopulaciokat vehetik célba, melyek képesek
elvandorolni az elsddleges tumorbol és fennmaradni az attét
célszervének eltéré kornyezetében. Ha a tumorsejtek valoban
késleltetik a proliferaciot a migracido érdekében, akkor a
vandorlo tumorsejtek kisebb érzékenységet mutathatnak
azokkal a kezelésekkel szemben, melyek a proliferaciot
gatoljak. A proliferaciot gatlo terapiak alkalmazas soran
kivalogatodhatnak nagyobb migraciés képességli sejtek,
valamint fokozodhat a setjmozgas a tléloé sejtpopulaciokban.



Ugyanakkor a migracio gatlasa osztodast indukalhat a
vandorl6 sejtekben, ami az elsddleges vagy masodlagos tumor
novekedéséhez vezethet. Ezen okok miatt a sejtosztodas és
sejtmozgas  kozotti  kapcsolat mélyebb  megismerése
elengedhetetlen a mindkét folyamatot gatld terdpidk
kifejlesztéséhez. Mivel a “go or grow” hipotézis vizsgilata
eddig els6sorban agytumorsejteken tortént, mi olyan
sejtkulturak videomikroszkopos mérését végeztik el, melyek
k6zott neuroektodermalis, mezodermalis és entodermalis
eredetiiek is voltak.

A napjainkban elérhetd kiillonbozé rakellenes terapidk a
proliferacio és migracié gatlasahoz gyakran veszik célba a
kiilonb6zé novekedési faktor (GF) vagy a TGF jelatviteli
utvonalakat. Az epidermalis ndvekedési faktor (EGF)
receptora az EGFR, mig a bazikus fibroblaszt ndvekedési
faktor (FGF2) mind a négy FGFR-t képes aktivalni. Eme
jelatviteli itvonalak nagymértékben atfednek, példaul a Ras és
Raf fehérjék mind az EGF mind az FGF2 szignalizacioban
kozponti szerepet jatszanak. Rendellenes EGFR és FGFR
jelatvitel szamos daganattipusban megfigyelhetd, melanoma
esetében mindkét ligand tumorserkentd hatasat bizonyitottak.
Az EGFR ¢s FGFR jelatvitelt az onkogén NRAS (10-30%) és
BRAF (40-70%) mutaciok is befolyasoljak. Az EGFR/FGFR
szignalizaci6  gatlasa  megvaldsithatd a  receptorok
(monoklonalis antitestek, receptor tirozin kinaz inhibitorok)
valamint a jelatvitel alsobb szintjein is. A sejten beliili
jelatvitel gatlas egyik jelenleg is kutatott teriilete a
zoledronsavval torténd kezelés, amely a Ras egyik
fehérjeszintézis utani modositasat, a prenilaciot gatolja. Mivel
az EGF ¢és az FGF2 nagyban atfedd jelatviteli haldzaton
hatnak valamint az melanémaban talalhaté onkogén mutaciok
legnagyobb része ezeket érinti, munkank soran az EGF és
FGF2 szignalizacié aktivaciojara és gatlasara adott valaszt
vizsgaltuk kiilonb6z6 NRAS és BRAF mutaciot hordozo
melanoma sejtekben.



Az aktivin fehérje a TGFp jelatviteli rendszer egyik eleme.
Egy dimer fehérje, amely szamos ugynevezett l-es és II-es
tipusu receptor aktivalasara képes. Daganatokban az aktivin
szignalizaci6 a sejtosztodas és tumorprogresszio fokozasara és
gatlasara is képes lehet. Majkarcindmak, emlé és prosztata
daganatok esetében az aktivin jelatvitel a proliferacidra és
tumorprogressziora gatlo hatast fejt ki. Ezzel szemben
endometrialis karcinéma, szajiiregi lapham karcinéma, here és
gyomor daganatok valamint melliiregi daganatok (nyel6csd
laphdmrak és adenokarcindoma, tiidé6 adenokarcindéma)
esetében az aktivin szignalizacio elésegiti a proliferaciot. Az
egyik exogén antagonista, amely az aktivin mindharom I-es
tipusi receptoran hat az SB-431542 molekula. Mivel az
aktivin daganatserkentd hatassal bir szamos melliiregi
daganatban valamint a malignus pleuralis mezotelioma ellen
nem létezik még célzott terdpia, kisérleteink célja volt az
aktivin  szignalizaci6  gatlasanak  vizsgalata  human
mezotelioma sejteken.

Osszefoglalva, human tumorsejtekben a novekedési receptor
jelatviteli ttvonal és az utvonalban taldlhatdé onkogén
mutaciok a fontos meghatarozoi a sejtmozgas €s 0Sztodas
kozotti  egyenstlynak. PhD  disszerticiomban  ennek
megfeleléen az alabbi tudomanyos kérdésekre kerestiik a
valaszt.



CELKITUZESEK

1. A “go or grow” hipotézis alapjan a human daganat sejtek
kesleltetik-e a proliferdaciot a sejtmozgads érdekében?
Kisérleteink soran 35 tiidddaganat, melanéma ¢és
citokinézis iddtartamat mértilk meg videomikroszk6pos
vizsgalatok segitségével, majd korrelacidés analizist
végeztiink eme folyamatok ko6zott mind egyedi sejt,
mind populécids szinten.

2. Sziikséges-e a  multicellularis  szferoidokbol — az
extracellularis matrixba torténd invaziohoz a sejtek
egyidejii proliferacioja? Azért tettiik fel ezt a kérdést,
mivel szdmos matematikai modellben a tumorsejtek 3D
habar erre a feltételezésre vonatkozoan nincsenek
kisérletes megfigyelések. Ennek tisztazasara tumorsejtek
multicellularis  szferoidokjainak  kollagén  gélben
kialakulé invaziés mintazatat vizsgaltuk proliferaciot
megengedo és nem megengedd koriilmények kozott.

3. A BRAF és NRAS onkogén mutdciok meghatdrozzak-e a
melanoma sejtek migrdacios és proliferdcios valaszat az
EGFR és FGFR aktivaciojara illetve gatlasara? El6szor
meghataroztuk szamos melanoéma sejtvonal BRAF és
NRAS onkogén mutacidjat, valamint az EGFR és FGFR
kifejezodésének mértékét, majd az EGF és FGF2
valamint az EGFR és FGFR inhibitorok migraciora,
proliferaciora és jelatvitelre gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

4. A prenilacio gatlasa hatdssal van-e a migrdciora,
proliferdciéra és a Ras jelatviel aktivitisdra humdn
melanoma sejteken in vitro és in vivo? Kisérletiinkben a
zoledronsav kezelés BRAF és az NRAS mutacié fliiggd
hatasat vizsgaltuk migraciora, proliferaciora és
apoptozisra in vitro koriilmények kozott. Tovabba a



zoledronsav elsddleges tumorndvekedésre ¢és az
attétképzési képességre gyakorolt hatasat is vizsgaltuk
kiilonb6z6 mutaciokat hordozé melandéma sejtekkel
injektalt allatmodelleken.

5. Az aktivin szignalizdcio serkentd vagy gatlo hatassal bir-e
a migrdciora és a proliferaciora human mezotelioma
sejteken? Videomikroszkopos moédszerrel vizsgaltuk az
aktivin és az SB431542 nevi aktivin receptor gatloszer
hatasat human mezotelioma sejtek proliferaciojara,
citokinézisére €s migracidjara.



MODSZEREK

Sejtvonalak

Tizenharom melandma, tizenkét mezoteliéma, tiz tiidddaganat
és két agytumor eredetii sejtvonalat hasznaltunk kisérleteink
soran.

Vegyiiletek/gatlészerek

A kovetkez6 vegyiileteket hasznaltuk fel a kisérletekben: EGF;
FGF2; FGFR-gatlok: ponatinib, BGJ-398, BIBF-1120, AZD-
4547; EGFR-gatlok: gefitinib, erlotinib, CI-1033, pelitinib; a
prenilacio-gatld zoledronsav (ZA); aktivin és az aktivin-
receptor inhibitor SB-431542.

Videomikroszkép
id6tartamanak mérését sejtkultarakrol készilt faziskontraszt
mikroszkoppal készitett felvételek alapjan végeztiik el.

Kollagén invazios esszé

Gliomasejtek pelletébol készitett szferoidokat agyaztunk be
kollagén gélbe, majd felvételeket készitettiink az invazios
mintazatrol és megmértiik a sejtek eltdvolodasat.

Muticios analizis

Melanéma sejtekb6l kivont genomikus DNS-bdl BRAF és
NRAS mutacids analizist végeztiink mikrokapillaris restrikcios
fragment-hossz  analizis és direkt DNS szekvenalas
segitségével.

Kvantitativ PCR

Total RNS izolalast kovetden reverz transzkripcidt végeztiink,
majd kvantitativ valds idejii PCR segitségével meghataroztuk
az EGFR ¢és FGFR expressziojat melanoma sejtvonalakban.



Sejt-életképesség meghatarozasa

A letapadd sejtkulturakat kezelés utan triklorecetsavval
fixaltuk. A teljes fehérje mennyiséget SRB festés segitségével
kolorimetrikusan meghataroztuk, majd a kapott adatokbol
kovetkeztettiink a sejtek életképességére.

Apoptozis kimutatasa
Zoledronsav kezelést kovetéen a programozott sejthalal
gyakorisagat vizsgaltuk paraformaldehid fixalt sejteken
végzett TUNEL festés segitségével és megszamoltuk a
TUNEL pozitiv sejteket.

A jelatviteli aktivacio mérése

Az Erk1/2, S6, FAK és Src fehérjék aktivaciojat foszforilacios
immunoblot analizissel hataroztuk meg human melanéma
sejtvonalakon.

In vivo szubkutan xenograft modell

A zoledronsav hatdsdnak elsddleges tumorokon torténd
vizsgalatahoz human melandéma sejteket injektaltunk bér ala
NSG egerek hataba, majd heti intraperitonealis kezeléseket
kovetden a tumor térfogatat meghataroztuk.

In vivo 1ép-maj kolonizacios vizsgalat

A zoledronsav attétképzésre gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz
1épbdl majba toérténd kolonizacios kisérletet hajtottunk végre
NSG egereken. Az allatokat intraperitonealisan kezeltiik
harom hétig, majd a Iépet és a majat eltavolitottuk és
megmértiik.

Statisztikai analizis
Minden statisztikai analizist GraphPad Prism 5 programmal
végeztink el.



EREDMENYEK

A sejtmozgas és osztodas osszefiiggése sejtkulturakban

A migracio és proliferacio, illetve ezek kolcsonhatasa — amire
a ,,go or grow” hipotézis is vonatkozik — rendkiviil fontos
szerepet jatszik a daganatok progresszidjaban. A hipotézis
érvényességét vizsgdld kordbbi kutatisok a kodzponti
idegrendszer daganatain folytak. Vizsgalatainkat
neuroektodermalis, mezodermalis és entodermalis eredetii
sejtvonalakra egyarant kiterjesztettik. Videomikroszkopos
felvételek elemzésével vizsgaltuk a migraciot, proliferaciot és
a citokinézis-hosszt mind az egyes sejtek, mind populécioik
szintjén harminco6t kiilonb6z6 - 12 mezotelidma, 13 melanoma
és 10 tiid6rak eredetii —sejtvonalak kétdimenzids kultaraiban.
A 24 O6ra alatt mért atlagos eltdvolodas szignifikdnsan
nagyobbnak bizonyult mezotelioma sejtvonalakban a
melanémabdl vagy tiidérakbol szarmazo sejtekhez képest. A
24 ora alatti osztddasok varhatd értéke egy nagysagrenden
beliil szort, a legnagyobb proliferaciot mezotelioma sejtek
mutattak, majd a melanoma és végil a tiidérak sejtek. A
citokinézis atlagos idétartamdban nem taldltunk szignifikdns
kiilonbséget a tumortipusok kdzott.

Meghataroztuk az osztodasok varhato értékének, az atlagos
mindharom tumor esetén. Pozitiv korrelaciot talaltunk a
sejtosztodas ¢és sejtmozgas kozott melandma és  tiido
sejtvonalakban, mig mezoteliomaban nem volt korrelacio.

A citokinézis idStartama és a sejtmozgas kozotti korrelaciot is
vizsgaltuk mindharom esetben. A citokinézis id6tartama és a
migracio kozott szignifikans negativ korrelaciot talaltunk
melanéoma esetében. Ugyanakkor mezotelioma ¢s tiidérak
eredetii sejtekben nem volt semmilyen korrelacio. A
proliferacio6 és a citokinézis id6tartama kozott csak
mezotelioma sejtek esetében volt szignifikans korrelacio.



Mivel a FAK/Src jelatviteli Gt a sejtmigracié fontos
szabalyozdja, a FAK és Src kinazok aktivaciojat immunblot
eljarassal vizsgaltuk a foszforildlt fehérje ardnydnak
kiszamitasa révén. A melandoma sejtvonalakat két csoportra
osztottuk a migracios képességiik kozépértéke mentén, és
meghataroztuk a hat leggyorsabb és hat leglassabb migraciot
mutaté sejtvonalbol all6 két csoport FAK illetve Src
aktivaciojanak atlagos mértékét. Megallapitottuk, hogy a
gyorsan mozgd melandma sejtekben a FAK aktivacigja
magasabb, ugyanakkor az Src aktivacioja alapvetden egyforma
volt a két csoportban.

Proliferacio és migracié hiromdimenzios sejkultirakban
A proliferacié és migracio kozotti kdlecsonhatas fontos szerepet
jatszik a daganatok térbeli novekedésében és terjedésében.
Bizonyos modellek a proliferaciot eléfeltételnek tekintik a
daganatsejtek kornyezé kotdszovetbe vandorlasanak, éppen
ezért megvizsgaltuk a sejtosztodas ¢€s gélinvazio kozotti
Osszefiiggést  glioblasztoma  sejtekben.  Vizsgalataink
eredményei alapjaul szolgaltak egy az extracellularis matrixba
iranyuld sejt-invazié mintazatat leir6 matematikai modellnek.
Sejtcsoportok kollagéngél invazios képességét vizsgaltuk a
proliferaciot gatld szer jelenlétében, illetve hidnydban. A
kezelés utani els6 24 6raban azonban az invazids mintazatok,
illetve a mért migracios tavolsagok alapvetden megegyeztek a
gatloszerrel kezelt és a kontroll sejtek esetében.

Onkogén mutaciok a melanéma sejtvonalakban

Meghataroztuk melanoma sejtvonalaink BRAF és NRAS
mutacios statuszat, hogy megvizsgalhassuk, hogy az onkogén
mutaciok valdban jelentésen befolyasoljak-e a
melanomasejtek  migracidjat €s  sejtosztodasat.  Négy
sejtvonalban talaltuk a BRAF (V600E) muticiojat, két

sejtvonalban az NRAS (Q61K és Q61R) mutacidjat, mig a
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kisérletekben hasznalt tovabbi két sejtvonal eme génekre
nézve vad tipusu volt.

Az EGFR és FGFR ligandfiiggé aktivacioja melanomaban
Mieldtt az ismert mutdcids statusza melandmasejtekben az
EGFR ¢és FGFR receptorok aktivacigjat vizsgaltuk, qPCR
alkalmazasaval meghataroztuk az EGFR és FGFR gének
GAPDH-hoz viszonyitott kifejez6dését. Mindegyik vizsgalt
sejtvonalban az EGFR, FGFR1 és FGFR4 magas szintjét
talaltuk. Erdekesség, hogy FGFR2 és FGFR3 nem irodott 4t a
két NRAS-mutans sejtvonalban. Elmondhaté, hogy a
novekedési faktorok receptorainak kifejez6dése a kétszeres
vad tipusu sejtekben volt a legalacsonyabb.

Az EGFR és FGFR aktivaciojanak vizsgalata soran a sejteket
50 ng/ml EGF-ral, FGF2-vel, illetve a kettd kombinaciojaval
kezeltik a videomikroszkéopos mérések alatt. Eldszor a

crer

s

a BRAF, mind az NRAS aktivald6 mutécidja a kétszeres vad
tipusu sejtekhez képest fokozott migracioval €s proliferacioval
jart egyiitt. Az atlagos migracios tavolsagban a BRAF-mutans
és a kétszeres vad sejtek kozott mutatkozott szignifikdns
kiilonbség.

Az EGF- és/vagy FGF2-kezelés sejtosztodasra  és
sejtéletképességre gyakorolt hatasanak mutacio-fliggését
melanomasejteken vizsgaltuk videomikroszkopos felvételek,
illetve SRB kolorimetrias mérés alkalmazasaval.

A kétszeresen vad tipusu sejtek esetében tapasztalhato volt a
proliferacio mérsékelt fokozoddsa, am BRAF vagy NRAS
mutanssejteken ilyen hatas nem volt.

Szintén videomikroszkopos felvételek segitségével elemeztiik
az EGF és/vagy FGF2 migraciora gyakorolt hatdsat a
mutaciok fliggvényében. A migraciora gyakorolt hatés
jelentésebb volt a proliferacioban bekovetkezett valtozasokhoz
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képest, és a hatas szintén csak a kétszeresen vad tipusu
sejteken volt lathato.

Mindkét kétszeres vad tipusu sejtvonal migracioja fokozodott
a kezelés hatasara, de az EGF az FGF-hez képest nagyobb
valtozést valtott ki. A kombinalt kezelés nagyobb novekedést
valtott ki a migracio tekintetében az EGF vagy FGF2
kezeléshez képest.

Noha az NRAS-mutans sejtvonalak egyikében (M24met)
szintén megfigyelhetd volt a migracid szignifikans fokozodasa
FGF2-kezelés hatasara, ez a valtozas jelent6sen kisebb volt a
vad tipusu sejtvonalakban latott valtozasokhoz képest. Az
azonos mutdcios statuszil sejtvonalakra szdmitott atlagos
migraciés tavolsagot vizsgidlva a BRAF-mutins sejtek
esetében a novekedési faktor-kezelés utan nem volt lathatd
valtozas, és az NRAS-mutans sejtek esetében is csak csekély
valtozas volt lathato az FGF2 illetve a kombinalt kezelés
hatéasara.

A novekedési faktorok jelpalyainak két fontos effektora az
Erk1/2 és az S6 fehérjék. Ezek foszforilacio altali aktivaciojat
immunblot modszerrel vizsgaltuk. Kontroll koriilmények
kozott a BRAF és NRAS mutaciojanak hordozasa a kettds vad
tipusu sejtekkel Osszehasonlitva az Erk1/2 és S6 nagyobb
mértékii foszforilaciojaval jart.

A novekedési faktorok hatasara a kettds vad sejtekben sokkal
nagyobb mértékben nétt az Erk1/2 és S6 foszforilacidja, mint
a BRAF- vagy NRAS-mutans sejtekben. Elmondhatd, hogy
kezelés hatdsara ezen onkogén mutaciot hordozo sejtekben az
Erk1/2 és S6 foszforilacidjanak szintje alig valtozott a kettds
vad sejtvonalakhoz képest.

Az EGFR és FGFR gatlasa melanoma sejtekben

Mivel kimutattuk az EGFR ¢és FGFR jelatviteli utvonal
onkogén mutaciotol fliggd aktivaciojat, az EGFR és FGFR
gyogyszeres gatlasanak hatasat is megvizsgaltuk a kiillonb6zo
melanoma sejtvonalakon.
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Az EGFR ¢és FGFR jelatvitel mutaciotol fiiggd
gatolhatdsadganak vizsgalatira a sejtvonalak 72 orén at tartod
EGFR-inhibitor (gefitinib, erlotinib CI-1033 és pelitinib) és
FGFR-inhibitor (ponatinib, BGJ-389, BIBF-1120 és AZD-
4745) kezelése utdn a sejtek életképességét mértik. A
mutéacioktol fliggetleniil sejtvonalaink tobbsége nem volt
érzékeny a gefitinib és erlotinib kezelésre. Bar a CI-1033 és
periltinib alkalmazasa hatékonyabbnak bizonyult, itt sem volt
kimutathatd érzékenységbeli eltérés a kiilonb6z6é mutaciot
hordoz6 sejtvonalak kozott.

Hasonloképpen az FGFR  gatloszereinek a  sejtek
életképességére gyakorolt hatasa is fliggetlennek mutatkozott a
sejtek BRAF és NRAS mutacios statuszatol.

Onkogén mutaciotol fiiggé valasz a prenilacié gatlasara
melanémaban

A Ras fehérjeszintézist kovetd modositasai — igy példaul
prenilacioja — fontos szerepet jatszanak az aktivitasanak
szabalyozdsdban. Az NRAS onkogén mutdciéi meghatarozo
szerepet jatszanak malignus melanomaban. Ezért vizsgaltuk a
zoledron sav altali (ZA) prenilaciogatlas hatasossagat BRAF
vagy NRAS mutans illetve mindkét génre vad tipusu
melanoma sejtvonalakban.

jelentés valtozas volt megfigyelhetd. Ezek a sejtek igen
elnyqjtott alakot vettek fel, mig az NRAS-mutans vagy kettOs-
vad sejtek esetében ilyen valtozds nem, vagy alig volt
megfigyelhetd.

A ZA Kkilonb6zé koncentracidival torténd kezelés utan
megvizsgaltuk a melanoma sejtek életképességét. NRAS-
mutans sejtek életképességét a ZA-kezelés egyértelmiien
csokkentette még alacsony koncentraciok alkalmazésa esetén
is. BRAF-mutans és kett6s vad sejtekben csupan magasabb
koncentraciok hatasara is csak kisebb mértéki csokkenést
lehetett megfigyelni.
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Videomikroszkopos moddszerrel vizsgaltuk a  kezelés
BRAF-mutians sejtvonalakban a ZA-kezelés nagyobb
mértékben ndvelte a sejtek migracios aktivitdsat, mint a
vizsgalt nem BRAF-mutéans sejtvonalak esetében.

A ZA proapoptotikus hatdsdnak jellemzésére 25uM
zoledronsavval kezelt sejtek TUNEL-festését végeztiik el.
Noha mindkét NRAS-mutans sejtvonal érzékeny volt a ZA
alkalmazasara,  érzékenységikben  jelentés  kiilonbség
mutatkozott. Az NRAS-mutaciét hordozd sejtvonalakrol
elmondhatd, hogy esetiikben a ZA proapoptotikus hatasa
kifejezettebben jelent meg, mint a BRAF-mutansokban, illetve
az eme muticidkat nem hordoz6 sejtvonalakban. Fontos
megemliteni, hogy a TUNEL alkalmazasaval kapott, az
apoptotikus  sejtek szamara vonatkozé eredményeink
megegyeztek az életképességi vizsgalatok eredményeivel.

Az NRAS-mutans melanoma sejtvonalak esetében lathatd
jelentds apoptotikus hatas hatterének vizsgalata végett a RAS-
jelatviteli titvonalban fontos szerepet jatszd S6 riboszomalis
fehérjének aktivaciojat immunoblot mddszerrel jellemeztiik. A
ZA-kezelés az S6 fehérje fokozott aktivacigjaval jart az
M24met NRAS-mutans sejtvonalban, mig az aktivacid
csokkenése volt megfigyelheté a masik vizsgalt NRAS-muténs
sejtvonalban. Az S6 aktivaciojaban latott kiilonbségek
megfeleltek a TUNEL vizsgalat eredményével.

A ZA primer tumorok nodvekedésére gyakorolt hatasanak
vizsgalatata human melanoma sejteket injektaltunk NSG
egerek hatan a bér ala. A ZA nem gatolta a szubkutan tumorok
novekedését. Az attétképzeésre gyakorolt hatasat 1€pbol majba
kolonizacioval vizsgaltuk. A ZA nem gatolta meg az NRAS-
mutans és kettds vad sejtek attétképzését, és a BRAF-mutans
sejtek esetében is csak csekély mértékben fejtett ki gatld
hatast. Fontos kiilonbség volt tovabba, hogy a ZA alacsonyabb
koncentracioban (50ug/kg) alkalmazva szignifikansan ndvelte
az attétképzodést kettds vad tipusu sejtvonalak esetén.

14



Az aktivin jelatviteli it befolyasolasa mezoteliomaban
Kiilonb6z6 tumorokban az aktivin jelatvitel aktivalasa mind a
a tumorok progresszidjahoz mind a tumorndvekedés
gatlasahoz  hozzdjarulhat. Azonban a  jelatviteli ut
mezoteliomdban jatszott szerepére vonatkozoan korabban nem
tortént vizsgalat. Videomikroszkopos felvételeken elemeztiik
az aktivin A (20 ng/ml), az SB431542 aktivin-receptor
inhibitor (20 uM) ¢és ezek kombinacidjanak proliferaciora és
sejtmozgasra gyakorolt hatasat.

Az activin receptorok egyik gatloszerét, az SB-431542-t
onmagaban vagy kombindcioban alkalmazva csokkentette az
P31 sejtvonal sejtjeiben sem az aktivin-receptor gatlasa, sem
annak aktivacidja nem befolyasolta a proliferaciot. A sejtek
migracios aktivitasa az M38K sejtek esetében a proliferacioval
ellentétben novekedett valtozott, mig a P31 sejtek esetében a
migracidban sem volt valtozas.

A videomikroszkopia kivételes lehetoséget biztosit a
rendellenes citokinézisek azonositasara. A P31 mezotelioma
sejtvonal sejtjeinél mar kezelések nélkiil is megfigyelhet6 volt
ez a jelenség: a mitdzisok majdnem 2%-a volt multipolaris. Az
aktivin receptorokat gatlo SB-431542 oOnmagaban vagy
kombinacidban torténd alkalmazasa szignifikansan magasabb
aranyu multipolaris, tobbségében harompolusu
sejtosztodashoz vezetett.
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KOVETKEZTETESEK

1. A “go or grow” hipotézist nem tamasztottuk ald, mivel
nem taldltunk negativ korreldciot a proliferacio és
migracio kozott. Ezzel szemben pozitiv korrelaciot
allapitottunk meg a migracié és proliferacio kozott
melandmabdl és tiidérakbol szarmazo sejtek esetében.

2. Kollagénbe agyazott multicellularis glioma szferoidok
elofeltétele a proliferacio.

3. A mutaciés statusztol fiiggd EGF és FGF valasz
vizsgalatanal alacsonyabb migraciés ¢€s proliferacios
alapaktivitast és magasabb indukalhatdésagot mutattunk
ki dupla vad melanéma sejteken, mint onkogén NRAS
vagy BRAF mutans melanémakon. Ezzel szemben a GF
receptor tirozin-kinaz inhibitorok onkogén mutaciotol
fiiggetlen hatast mutattak.

4. A prenilacié gatlas mutécio fiiggésének vizsgalatanal a
prenilacio gatlas a proliferaci6 csokkenését ¢és a
sejtmozgas novekedését okozta in vitro NRAS mutans
melanoma sejtek esetében. A BRAF mutans és a dupla
vad melandma sejteknél in vivo attétképzés novekedését
tapasztaltunk. Az apoptézis indukcié az NRAS mutans
melandma sejtek esetében arra utal, hogy a prenilaciot
célzd terapidk ebben a molekularis alcsoportban
lehetnek hatékonyak.

5. Mezoteliomak esetében az aktivin receptor aktivalasara és
gatlasara adott migracios €s proliferacios valaszokbol
arra kovetkeztethetiink, hogy az aktivin szignalizacio
daganatserkentd hatassal bir. Az eredmények alapjan az
aktivin hatékony terapias célpont lehet mezotelioma
kezelésében.
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KOSZONETNYILVANITAS

PhD tanulmanyaim alatt szerencsés modon lehetéségem nyilt,
hogy szamos segitokész kutatoval tobb  kiilonb6zo
laboratériumban talalkozzam. Mindenekeldtt halas vagyok
anyaintézetemnek, a Semmelweis Egyetem II. Sz. Patologiai
Intézetének. Megtiszteld volt tovabba, hogy kutatasaim egy
részét a Bécsi Orvostudomanyi Egyetem Rakkutato
Intézetében, illetve az Osléi Egyetemi Korhaz Rakkutato
Intézetének Tumorbiologiai Osztalyan végezhettem. A jol
végzett munka 6romét élhettem at kutatotarsaimmal, akik az
Orszagos Koranyi Tbc ¢és Pulmonologiai Intézetben, az
Orszagos Onkoldégiai Intézet Kisérletes Farmakologiai
Osztalyan, az Eotvos Lorand Tudomanyegyetem Biofizika
Tanszékén, a University of Kansas Medical Center Anatomiai
és Sejtbiologiai Tanszékén és a Bécsi Orvostudomanyi
Egyetem Mellkassebészeti Tanszékén végzik munkajukat.

LegelOszor témavezetomnek, Hegedlis Balazsnak szeretnék
kdszonetet mondani, aki kezdetektdl vezette 1épéseimet €s aki
— 0Orokkeé kritikus hozzaallasom ellenére — példat tudott
mutatni tudomannyal, karrierépitéssel és az életvezetéssel
kapcsolatban. Kiilonos halaval tartozom Timar Jozsefnek, a I1.
Sz. Patologiai Intézet vezetdjének, aki tdmogatta kutatdsaimat,
szakmai elémenetelemet valamint bolcs kritikdval és
tanacsokkal segitette munkamat.

Koszonettel tartozom tovabba a II. Sz. Patologiai Intézet
munkatarsainak: Molnar Eszter, Juhdsz Eva, Réti Andrea,
Gaal Aniko, Bilecz Agnes, Hegediis Zita, Ras6 Erzsébet,
Barbai Tamas, Gyongyosi Benedek, Kenessey Istvan, Szasz
Marcell, Lendvai Gabor, Horvath Csilla, Piurké Violetta,
Gregor Viktoria és Schonfeld Tibor. Kiilon kdszonetemet
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fejezem ki Balogh Lenkének és Seres Janosnénak, akiknek
munkéja nélkiil megallna az intézetiink.

Hasonléan koszonetet szeretnék mondani mas budapesti
intézetek munkatarsainak, kiilondsképpen Tovari Jozsefnek,
Czir6k Andrasnak, Dome Balazsnak, Torok Szilvianak,
Cserepes T. Mihalynak, Keszthelyi Magdolnanak, Dobos
Juditnak és Bogdan Natalianak.

Halaval  tartozom  Walter Bergernek az  inspirald
beszélgetésekért ¢és hogy bécsi Osztdondijaim fogadd
professzora volt. Tovabba szeretnék kdszonetet mondani
mindazoknak, akikkel Bécsben egyiitt dolgozhattam: Karin
Schelch, Christine Pirker, Michael Grusch, Maria Eisenbauer,
Julia Minzker, Claudia Engelmaier, Nikolaus Floimayr,
Daniela Lotsch, Rosa Weiss (Institute of Cancer Research) és
Barbara Dekan, Laszl6 Viktoria, Rozsds Anita, Andreas
Wagner, Mir Alireza Hoda and Bahil Ghanim (Translational
Thoracic Oncology Laboratory, Department of Thoracic
Surgery in Vienna).

Szeretnék tovabba koszonetet mondani @ystein Fodstadnak,
aki osloi 0Osztondijam fogadd professzora volt. Tovabba
Karianne Risbergnek (Institute for Cancer Research, Oslo
University Hospital) és Marco Donianak (Center for Cancer
Immune Therapy, Copenhagen University Hospital) hogy
egylittmiikodhetiink egy postdoc éveimre atnyuld roppant
érdekes projektben.

Es véglil, szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik a
hatteret biztositottdk PhD-s munkamhoz. Halaval tartozom
csaladomnak, kiilondsen feleségemnek és sziileimnek, akik
engedték, hogy messzire utazzam, korantol késoéig dolgozzam
és batoritottak, ha nem idealisan alakultak a dolgok. Es kiilon
koszonet iker fiaimnak, akik nélkiil a disszertacié nem irddott
volna meg ilyen gyorsan.
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