TGFb hatasmechanizmusai, TGFb rezisztencia hattere a daganat novekedésében és
terapias valaszaban (Zaroéjelentés)

A transzformdlé novekedési faktor béta (TGFb) novekedésgitld hatdsdnak nagy figyelmet
szentelnek a legkiilonb6zObb vizsgélatokban, szdmos tanulmdny igazolta a TGFb
tumorszuppresszor funkciéit a daganatkeletkezésben. A legujabb eredmények, a TGFb
jelatviteli hal6zatanak megismerése segiti a TGFb Osszetett szerepének megértését, és segiti a
potencidlis terdpids targetek kijelolését is. A TGFb hatdasmechanizmusai, TGFb rezisztencia
hattere a daganat novekedésében €s terdpids valaszdban pdlydzat altal timogatott munkankkal
mi is hozza tudtunk jarulni az elmult évek eredményeihez.

A daganatok kialakuldsa és novekedése soran bekovetkezd, a TGFb hatdsat érintd véltozdsok
a kovetkezbdek lehetnek: (a) a tumor érzéketlenné valik a TGFb novekedést gatlé hatdsaval
szemben; (b) a tumorsejtek a sziikséges exogén novekedési faktorok hidnydban is
proliferdlnak; (c) a TGFb indukalta apoptézissal szemben rezisztencia alakul ki a tumorban;
(d) a TGFb segiti az invaziot, a metasztizis képzodést, az angiogenezist €s immunszupressziv
hatdsu.

Sok betegség hétterében ismert a TGFb funkcidjanak kiesése, a TGFb patoldgids szerepe;
TGFb rezisztenciat figyeltek meg szamos daganatsejt esetében. Ezekben az esetekben a
kiindul6 sejttipus novekedését a TGFb gaitolja, de a daganatsejtekben szdmos, eddig mar
feltart, de bizonyos daganatok esetében még tisztizatlan mdodon a sejtek elkeriilik a TGFb
negativ szabdlyozé hatdsait. A TGFb célgének hibai mellett gyakran a receptorok, illetve a
Smad proteinek koros jelenlétét, hidnyét, mennyiségi valtozasait lehet megtaldlni a hattérben,
mindezek mellett bizonyos, a tilélést biztosité mechanizmusok aktivitdsa is megjelenhet.
Kiilonbozd lymphomédk esetében mar kordbban jol ismert volt a TGFb érzékenység
elvesztése, de a jelenség pontos hatterét nem ismertiik. Kordbbi munkdinkban jellemeztiik
legkiilonb6z6bb lymphoma sejtvonalak TGFb érzékenységét és azt taldltuk, hogy az
érzékenység megviltozdsanak hatterében nem a jeldtviteli elemek expresszidjanak hidnya,
nem a TGFb Smad szignidl miikkodésének kiesése all (G. Barna, A. Sebestyén, C.C.
Chinopoulos, K. Nagy, R. Mihalik, S. Paku, L. Kopper: TGF beta 1 kills lymphoma cells
using mitochondrial apoptotic pathway with the help of caspase-8. Anticancer Res 22(6C),
3867-3872, 2002, A. Sebestyén, G. Barna, K. Nagy, J. Janosi, S. Paku, E. Kohut, L. Berczi,
R. Mihalik, L. Kopper: Smad signal and TGFp induced apoptosis in human lymphoma cells.
Cytokine 30, 228-235, 2005).

A palyazat végrehajtasa kozben kapott 4j eredményeink

Smad4 fiiggetlen, PP2A fiiggd TGFb indukdlt apoptotikus jeldatviteli pdlya lymphoma
sejtekben

Az elmult években a lymphoma sejtekben megfigyelheté TGFb indukdlt expresszid
valtozdsok és jelatviteli mechanizmusok vizsgalata kozben jellemeztiikk a TGFb apoptotikus
hatdsat, az indukdlt apoptdzisban fontos jelatviteli utvonalakat. Domindns negativ Smad4
vektor és Smad4 siRNS tranziens transzfekcidjaval vizsgaltuk az elsddleges Smad4 fiiggd
jelatviteli ut szerepét a lymphomasejtek TGFb indukélt apoptdzisaban.



A TGFb indukalt apoptotikus hatdssal szemben rezisztens lymphoma tobbségében ki tudtuk
mutatni a TGFbR-ok aktivalédasat, a TGFb korai vagy késéi target génjeinek expresszid
valtozasait, mig a TGFb indukdlt proliferaciés és apoptotikus vdlaszok elmaradtak.
Kimutattuk, hogy a Smad4 (elsddleges jelatviteli ut kozponti eleme) molekula kiiitése gatolta
az elsddleges jelatviteli tt target génjeinek expresszid valtozasit, de a TGFb indukdlt
apoptozis mértékét nem befolydsolta. A Folyamat sordn vizsgaltuk a MAPK-ok aktivitdsanak
valtozasat, azt tapasztaltuk, hogy a lymphomasejtekre jellemzd aktiv MAPK-ok koziil az
Erk1/2 és a JNK aktivitisa a TGFb kezelést kovetden gyorsan eltlinik, ezzel parhuzamosan
kimutathat6 a PP2A aktivitdsdnak fokozdddsa. MAPKK és PP2A gatlok in vitro
alkalmazasdval igazoltuk ezeknek a valtozdsoknak a szerepét a TGFb indukalt apoptotikus
hatdsokban.

Kimutattuk, hogy a TGFb indukélt apoptotikus jelatviteli mechanizmus: a. egy alternativ
Erk1/2, JNK inaktivédldsaval parhuzamosan zajlik. Ezek az eredményeink is arra utaltak, hogy
valéban nem a TGFb jelatviteli elemek hibdja 4ll a lymphoma sejtek megvaltozott TGFb
érzékenységének hatterében. Vizsgdlataink arra is utaltak, hogy a vizsgdlt lymphoma
sejtekben bizonyos tulélési faktorok, anti-apoptotikus hatdsok csokkenthetik a TGFb
érzékenységet.

El6bbi a vizsgalatainkkal kapcsolatos eredményeinket tobb hazai €s nemzetkozi konferencian
sikeriilt bemutatnunk. Vizsgdlatainkat és eredményeinket bovebben bemutattuk az Exp Cell
Research folyoiratban kozolt cikkiinkben. (Sebestyén A, Hajdu M, Kis L, Barna G, Kopper L.
Smad4-independent, PP2A-dependent apoptotic effect of exogenous transforming growth
factor beta 1 in lymphoma cells. Exp Cell Res. 313:3167-74, 2007 IF: 3,777)

Masok és sajat korabbi eredményeink is azt igazoljak, hogy a TGFb jelatviteli it egy komplex
jelatviteli halozat elemeként miikodik és ennek a hdlézatnak az aktudlis dllapota jelentOsen
befolydsolhatja a TGFb bioldgiai hatdsait. Ez teszi lehetdové a sejt és differenciacid fiiggd
hatdsokat, vagy akdr a teljesen eltérd bioldgiai hatdsokat a kiillonboz6 sejtekben (egyik sejtben
—lymphoid- proliferacié gatld, mig masikban —fibroblasztok- a proliferaciét segitd).

Tovabbi munkdinkban a TGFb érzékenység helyredllitasanak lehetdségeit és egyéb jelatviteli
kapcsolatait vizsgaltuk lymphoma sejtekben.

mTOR kinadz gdtlas a TGFb indukadlt biologiai hatdsokban (lymphomdkban)

Vizsgdlataink sordn a TGFb egyik endogén negativ szabdlyozéjdhoz, az FKB12-h6z is
ismerten kotd, immunszuppressziv vegyiilet, a rapamycin hatdsait kezdtiik vizsgdlni. A
rapamycin az mTOR (a mammalian target of rapamycin) kindz, specifikus gatlészere. Az
mTOR szamos jelatviteli utvonal fontos elemeként vesz részt a sejtek novekedésének,
anyagcseréjének  (tdpanyagellatds, fehérjeszintézis,  proliferacié) szabdlyozasaban.
Napjainkban egyre tobb daganat tipus esetében valik ismertté az mTOR fokozott aktivitdsa €s
annak szerepe. A rapamycin igy nemcsak a TGFbR medidlt folyamatok endogén
szabdlyozasanak felfiiggesztésén, hanem az mTOR fiiggd anti-apoptotikus folyamatok
gatlasan keresztiil is segitheti a TGFb indukalt proliferaci6 géitlé és apoptotikus hatasok
megjelenését.

A rapamycin jol ismert, a klinikumban is alkalmazott immunszuppressziv terapids szer. talan
éppen ezért meglepdek voltak a kezdeti eredményeink, hogy egyik az &ltalunk tesztelt
lymphoma sejtvonal esetén sem tudtunk rapamycin indukdlt apoptézist kimutatni in vitro (1.



abra). Valamennyi esetben, még a megfeleld klinikai doézisok tobbszordsének in vitro
alkalmazdsa esetén is csak maximum enyhe proliferacié gatlast tapasztaltunk.

1.4bra Kiilonb6zo lymphoma sejtvonalakban a rapamycin apoptotikus hatdsa 72h utan
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Az éltalunk vizsgélt lymphoma sejtvonalaknak TGFb érzékenysége is eltérd. Megfigyeltiik,
hogy bizonyos a TGFb apoptotikus hatdsaival szemben rezisztens lymphoma sejtek esetében a
rapamycin kombindcids kezelés felfiiggesztette a TGFb rezisztenciat, mig mas esetekben
képes volt fokozni a TGFb apoptotikus hatdsét (2.4bra).

2. abra A rapamycin és TGFb kezelés apoptotikus hatdsa
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Ez a hatés idofiiggést mutatott, de a TGFb vagy rapamycin idébeni eldkezelésének nem volt
jelentosége a kivaltott hatds mértékében, ezért a két szert egy idoben adtuk a tenyészetekhez.
Korabbi eredményeink alapjan felmeriilt ennek a hatdsnak a Smad4 fiiggése, az alternativ és
elsddleges TGFb jelpélydk jelentOsége, igy ezek jellemzése. Smad siRNS transzfektalt HTS58
lymphoma sejtekben, kiilonbozé foszfatdz géatlok jelenlétében is megvizsgaltuk a
TGFb+rapamycin apoptotikus hatdsat. Eredményeink szerint ez az apoptotikus jelpalya
megegyezik a kordbban jellemzettel, Smad4 fiiggetlen, PP2A fiiggd utvonal. A
rapamycin+TGFb indukélt apoptdzist folyamatat is jellemeztiik. Vizsgdltuk a folyamat



caspase3 fiiggdségét, mig a TGFb indukalt apoptdzist caspase3 gatloval teljesen fel tudtuk
fliggeszteni, addig a TGFb+rapamycin kezelés apoptotikus hatdsdnak egyrésze caspase3
fiiggetlennek bizonyult. Az elvégzett MAPLC3 immunfestések alapjan feltételezhetjiik, hogy
rapamycin+TGFb hatdsdra nemcsak klasszikus apoptotikus folyamatok jelentek meg a
sejtekben, hanem az autofagoszOmdk fokozott aktivitisa és az autofdgia altal mediélt
sejtelhaldsi folyamatok is (3.4bra).

3.4bra

a. Caspase3 gitlo hatdsa TGFb+rapamycin indukélt apoptdzisban
b. MAPLC3 (piros) fluoreszcens immuncytokémia TGFb+rapamycin kezelt HT58 sejtekben
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Mivel az mTOR egyik fontos aktivatora a PI3K, megvizsgaltuk kiilonb6zé PI3K gatlok
hatdsat is a TGFb illetve TGFb+rapamycin indukdlt hatdsokban. Az L.y294002 PI3K inhibitor
a rapamycinhez hasonléan fokozta a TGFb hatasat, s6t a TGFb+rapamycin kezelés
apoptotikus hatdsat is képes volt szignifikdnsan fokozni. Erdekes, hogy a Wortmannin egy
masik jol ismert PI3K inhibitor nem mutatott hasonl6 hatast (Ennek hatterében a két inhibitor
hatdsmechanizmusdnak kiilonbségei lehetnek, a Wortmannin elsésorban a PI3K/Akt ttvonalat
gatolja, mig a mdsik inhibitor teljesebb hatdsd, mds aktivitdsokat is felfiiggeszt, a HT58
sejtekben egyébként nincs jelentds Akt aktivitds) (4.4bra).



4.4bra PI3K gétlok hatdsa a TGFb és TGFb+rapamycin indukdlt apoptdzisban
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In vitro vizsgédlatainkban a lymphoma sejtek mTOR aktivitdsdt is megvizsgaltuk a
TGFb+rapamycin kezelések sordan. Eredményeink szerint sem a rapamycin, sem a TGFb nem
képes onmagaban az mTOR target fehérjék aktivitisanak teljes felfiiggesztésére, viszont a két
szer kombinécidja teljesen felfiiggeszti az mTOR fiiggd aktivitdsokat (5.4bra).

5.4bra p-p70S6K és p-S6 mennyiségének véltozdsa lymphomasejtekben rapamycin és TGFb
kezelés utan (Western blot)
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Megvizsgatuk az 4ltalunk modellként haszndlt HT58 human NHL sejtvonal (Burkitt
lymphoma) xenograft mintdiban és Burkitt lymphomds beteg biopszids mintdiban az mTOR
kindz aktivitdsara utalé fehérjék in vivo expresszidjat. Mindkét esetben jelentds mTOR
aktivitadst mutat6 daganatsejteket taldltunk (6.dbra).



6. dabra mTOR aktivitdst jellemz6 phospho-proteinek expresszidja biopszidsmintdkban
(immunhisztokémia)
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Ezek utdn szdmos humédn lymphoma biopszids mintdjdban kezdtiik meg az mTOR aktivitas
meghatdrozasat. A lymphomadkon elvégeztiik a p-mTOR, p-p70S6K, p-4EBP1, p-S6, p70S6K
immunfestéseket. Eredményeink szerint bizonyos lymphomdk esetében magas mTOR
aktivitds figyelhetd meg (Burkitt, nem GC DLBCL, ALCL, Hodgkin, lymphoplasmocytds
lymphoma, kdpenysejtes lymphoma) (7.4bra). Eredményeink alapjdn a Hodgkin sejtek mTOR
aktivitdsdnak tovédbbi in vitro és immunhisztokémiai vizsgdlatit kezdtiik meg. A lymphomdk
mTOR aktivitdsanak jellemzésérdl, a klinikai adatok osszegytijtését és elemzését kovetoen egy
kézirat kozlését tervezziik. Emellett In vivo kisérletekben megkezdtiik a rapamycin lymphoma
ellenes hatdsdnak vizsgalatat, ehhez a mar rendelkezésiinkre all6 NHL lymphoma xenograftok
mellett 1étrehoztunk egy Hodgkin lymphoma xenograft modellt a KMH?2 lymphoma sejtvonal
segitségével.

A TGFb+rapamycin _indukdlt apoptotikus hatdsokrol és mechanizmusdrol részletes
eredményeinket kozlésre elkiildtiik a Hematologica c. folyoiratba Synergy or more in TGFb
and_rapamycin_induced apoptotic effect in _human high grade lymphoma cells cimmel
(szerzGk: Sebestyén Anna, Hajdu Melinda, Mdrk Agnes, Varga Viktéria, Nemes Karolina,
Barna Gdbor, Kopper LdszIlo), jelenleg a kézirat elbirdlds alatt van.




7.4bra Kiilonbozd biopszids mintdkban az mTOR aktivitasat jellemzo fehérjék
immunhisztokémiai  vizsgdlatdbél néhdny reprezentativ eredmény (RNyCs-reaktiv
nyirokcsomd, DLBCL-Diffuz nagy B sejtes lymphoma, GC/non-GC-Csira centrum
eredetli/nem csira centrum eredetli, CLL-chronicus lymphocytds leukémia, HL-Hodgkin
lymphoma, MCL-K&penysejtes lymphoma)

In vivo kisérleti eredmények

A kiilonb6z6 TGFb érzékenységli NHL sejtvonalakbdl inditott xenograftokon vizsgédltuk a
rapamycin  és egy mdasik immunszuppressziv terdpids szer a mycophenolsav
daganatnovekedést gatld hatdsait. A mycophenolsav vagy mycophenoldt mofetil
sejtproliferdcié gatld és apoptdzist indukdld hatdsanak jellemzése alapjan, kozleményiinkben,
felvetettik a mycophenolsav poszttranszplanticiés lymphomdk kezelésében javasolt
alkalmazdsat, hiszen ennek a szernek a vdlasztisa nemcsak a poszttranszplantdciés lymphoma
kezelését, de a graft védelmét is szolgdlja. Ezekr6l az eredményeinkrdl részletesen a
Leukemia Research-ben megjelent kozleménylinkben szamolunk be (Végsd Gy, Sebestyén A,
Paku S, Barna G, Hajdu M, Toth M, Jdaray J, Kopper L: Antiproliferative and apoptotic
effects of mycophenolic acid in human B-cell non-Hodgkin lymphomas. Leuk Res. 31:1003-8,
2007; IF: 2,483). A rapamycin a mycophenolsavhoz hasonléan, az in vitro eredményekkel
ellentétben mar monoterdpidban is varatlanul hatdsosnak bizonyult (tumor mérete jelentdsen
csokkent a jol tapinthatéan megjelent tumor két heti kezelését kovetden). SOt a kezelést
kovetden eltdvolitott tumorok morfologiai és immunhisztokémiai vizsgdlata alapjan




egyértelmil, hogy in vivo a rapamycin nemcsak proliferaciégatlé hatdsd, hanem a spontdn
apoptozis mértékét is jelentdsen (tobb mint 6-szoros emelkedés) fokozta (8-9.4bra). Ezek az
eredményeink azt sugalljak, hogy a rapamycin in vivo valamely a lymphoma szaméra
jelenlevd negativ szabdlyozé hatdsnak beinditdsdval (akdr a TGFb, akdr mds szabdlyzo),
bizonyos anti-apoptotikus hatdsok felfiiggesztésével vesz rész a daganatsejtek pusztitdsdban.
Ennek pontosabb hatterét még a tovdbbiakban vizsgdlni fogjuk. Megvizsgdltuk in vivo a
rapamycin és rituximab kombindlt kezelést is B sejtes NHL xenograft esetében.
Vizsgdlatainkban a két szer onmagdaban is jelentds tumor novekedés gatlast okozott, de a
kombinalt kezelés 1ényegesen fokozta az eredeti hatdsokat (kontrol tumorok atlagsilya: 6,5g,
rapamycin kezelteké 3,1g, rituximab kezelteké:3,5g, kombinalt kezelés utan:2,2g).

8. abra HTS58 xenograft tumorok mérete 2 hét rapamycin (rapamune heti 5x3mg/tskg) kezelés
utdn, illetve az eldbbi caspase-3 és phospho-histone H3 immunhisztokémiai festések
kiértékelése
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9.4bra HTS58 xenograft tumor 2 hét rapamycin (rapamune heti 5x3mg/tskg) kezelés utén,
(cleaved-caspase3 — apoptosis marker, phospho-Histone H3 — mitosis marker)

Vizsgalatainkat Hodgkin lymphomdk in vivo xenograft modelljeiben is megkezdtiik, és
mindkét szer esetében hasonlé daganatnovekedést gatld hatdsokat regisztraltunk, amely a
rapamycin esetében lényegesen kifejezettebb (10.dbra). Ezek az in vivo eredmények
mindenképpen megerdsitik azt a feltevést, hogy a rapamycin hatékonyan segitheti kiillonb6z6
mTOR aktivitdst mutaté lymphomdk kezelését, abban az esetben amikor a hagyomdanyos
protokollok mellett a daganat kidjul vagy a kezelés mellékhatédsait a beteg rosszul tolerdlja
(rapamycin mellett az alkalmazott terdpids kezelés ddzisai esetleg csokkenthetdek és a hatds
nem csokken, mig a rapamycin mellékhatdsai jobban tolerdlhatéak). A jovOben folytatni
kivanjuk in vivo xenograft kisérleteinket (egyéb kemoterdpids szerekkel €s kiilonboz6 dézisok

vizsgalatdval) és részletesebben vizsgdlni kivanjuk az eltavolitott xenograft tumorok illetve
tovabbi human lymphomak mTOR aktivitdsét és klinikai jellemzdit.




10.4bra Mycophenolat mofetil (mycophenolsav — MPA 6x100mg/tskg/hét)) illetve rapamune

(rapamycin 5x3mg/tskg/hét) kezelés gatolja a KMH?2, Hodgkin lymphoma xenograft tumor
novekedését

100 -

tumor térfogat (mm3)
A OO N ® ©
SO © © o © o

| | | | | |

W
o
I

T— :|:'\/\/t

‘—Kontroll = Rapamune MPA‘

= N
o O o
I I

0 7 14 21 28 35

kezelés ideje (nap)

pS6 és a mitozis

Az elobbiekben emlitettem, hogy normadl és reaktiv nyirokcsomok, valamint lymphomak
biopszids mintdiban vizsgaltuk a PI3K-Akt-mTOR dtvonal egyes fehérjéinek (im. mTOR,
S6K, S6, 4EBP1 stb.) aktivacios allapotat. Az eldbbi vizsgalat sordn megfigyeltiik, hogy az

0sztddo sejtekben az S6 fehérje aktiv, foszforildlt formdjanak mennyisége a nyugvo sejtekhez
képest rendkiviil magas (11.4bra).

11.abra pS6 immunhisztokémia reaktiv nyirokcsomé (a.) és kezelt beteg Burkitt lymphoma
(b.) biopszids mintdn (Az osztédé sejtek magas pS6 mennyiségén (fekete nyil) tdl az
apoptotikus alakok (iires nyil) pS6 negativitdsa is megfigyelheto.

Felmeriilt, hogy a TGFb érzékenység vesztés és mTOR aktivitds kapcsdn egy érdekes, eddig
nem ismert jelenségre és egy uj, a phospho-Hiszton H3-hoz (pHH3) hasonlé éltalanos
mitézismarkerre taldltunk. Munkdnkban ezért vizsgdltuk az S6 fehérje aktivitasi dllapotat a
kiilonféle oszt6dd tumorsejtekben. Célunk annak felderitése volt, hogy: a. A megfigyelt
fokozott S6 aktivitds valdban a mitotikus sejtek jellegzetessége-e?; b. Ha igen, akkor



mennyire altaldnos jelenség ez?;c. Megfigyelhet6-e esetleg egyéb, nem lymphoid sejt- és
szovetféleségekben is?
A jelenséget a legkiilonbozébb lymphoma sejtvonalak cytospin prepardtumain is
megfigyeltiik (12.4bra).

12.4bra CEM (pS6 immunfestés), emelkedett pS6 tartalom a profazisos, anafézisos o0sztédo
alakokban és az éppen szétvalo utédsejtekben is megfigyelhetd

A jelenség mitdzis specificitdsdt egy ismert mitézis marker, a pHH3 festések
segitségével igazoltuk. Az o0sztddé sejtek fenotipusdnak azonositiséhoz kontroll és
nocodazole-kezelt (mit6zisban blokkolja a sejtciklust) KM-H2 sejtek cytospin prepardtumain
HE, pS6 és pHH3 immunfestést végeztiink. A nocodazole hatdsira a HE festés alapjin
mitotikusnak 14tsz6 (kondenzdlt kromatindllomdny), illetve a pHH3 pozitiv (biztosan
mitotikus), valamint a pS6 pozitiv sejtek szdma is nagy mértékben emelkedett. A
parhuzamosan festett cytospin készitményeken lemezenként 300-300 sejtet leszamolva
meghatdroztuk a hematoxylin-eozin festés alapjan mitotikus, illetve a pS6-pozitiv és pHH3-
pozitiv sejtek szdzalékos ardnyat. A kontroll készitményben mindhdrom érték 2-3% Kkoriil
volt, addig nocodazole hatdsdra 10-12%-ra emelkedett. A mitotikus alakok, a pHH3 pozitiv és
pS6 porzitiv sejtek szdzalékos ardnydnak parhuzamos véltozdsa, magas korreldcidja egy
indirekt bizonyiték a mitotikus sejtek kifejezett S6 foszforildcigjara (13-14.4bra).

13.4bra Kontrol és nocodazol kezelt KMH2 lymphoma sejtek pHH3 és pS6 festése
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14.4bra EI6bbi HE, pS6 és pHH3 festett cytospin lemezek kiértékelésének abrazoldsa
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Fluoreszcens mikroszkop segitségével direkt modon is bizonyitottuk a pHH3 és a pS6
egyiittes eléfordulédsat (ko-expresszid) az 0sztddo sejtekben. Az osztédo sejtekben a DAPI-val
festett kék kromoszémdék koriil intenziv, zold pHH3 jelolddés, illetve nagy mennyiségl,
pirosan jelzett pS6 lathat6. Az interfazisos sejtek gyakorlatilag csak DAPI-val jelolddnek és
csak enyhe pS6 festést lehet megfigyelni benniik (15.4bra).

15.4bra Fluoreszcens immuncytokémia KMH?2 lymphoma sejteken

p-Histone H3

p-Histone H3




A pS6 és a pHH3 egyiittes el6forduldsa a mitotikus sejtekben dramldsi citométer segitségével
is igazolhat6 volt. Az 16. dbran a fiiggdleges tengely a pS6-, a vizszintes pedig a pHH3
pozitivitdsnak felel meg. A baloldali dbra a kontroll, a jobboldali pedig nocodazole-kezelt
lymphomasejtekbdl késziilt immunfestés dramldsi citometriai eredményeit mutatja. A kontrol,
kezeletlen sejtek (bal dbra) esetében is megfigyelhetd egy kis sejtpopulacié (jobb felsd rész
R4), amely kettds pS6 és pHH3 pozitivitdst mutat. Nocodazole hatdsdra megfigyelhetd, hogy
ez a populacié (R5) 1ényegesen nagyobb (jobb dbra).

16.4bra Aramlési citometriai elemzése kontrol és nocodasole kezelt lymphoma sejtek pS6 és
pHH3 kettds jelolése utan
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Ki-,,gate”-1tik a pHH3 negativ, tehat nem osztddo sejteket a kontrol és a kezelt mintdk esetén
is ezeknek a sejteknek pS6-pozitivitasat (sejtek fluoreszcencia értékeinek atlagat) dbrazoltuk a
kovetkezd téblazatban (I.tdblazat). A pHH3-negativ, nem osztdd6é sejteknél 25 egység
fluoreszcencia intenzitds koriili értékeket kaptunk, mig a mitotikus (pHH3 pozitiv) sejteknél
lényegesen magasabb, 200 egység koriilieket, fiiggetleniil a kezeléstdl. A nocodazole kezelés
tehat, csak a magas pS6 fluoreszcencia festéssel rendelkezd sejtek szamat fokozta, de nem
befolyésolta az adott mitotikus vagy nyugvé sejtek pS6 termelését. Megéllapithatd, hogy a
mitotikus sejtek pS6 fluoreszcencia-intenzitds atlaga, egy nagysdgrenddel nagyobb, mint a
nem 0szt6do sejteké, tehdt pS6 tartalma egy nagysdgrenddel emelkedett.

L.tablazat Kontrol és nocodasole kezelt lymphoma sejtek mitotikus és nem mitotikus
populécidinak pS6 pozitivitdsa

mean of pS6 positivity
in control p-Histone H3 - cells 26, 38+2.,43
in control p-Histone H3 + (mitotic) cells 200,58+16,56
in nocodasole treated p-Histone H3 - cells 23, 69+2,66
in nocodasole treated p-Histone H3 + (mitotic) cells 189,87+17,21

Az mTOR aktivitds szerepét a megfigyelt mitotikus pS6 expresszid hatterében pmTOR és
pp70S6K immuncytokémiai festéssel vizsgaltuk. CEM sejteken nocodazole kezelést kovetden
pmTOR és pp70S6K immunfestést végeztiink. Sajnos ezek a festések sokkal kevésbé




latvanyosak, mint a pS6, mivel az altalunk hasznalt pmTOR és pp70S6K ellenanyagok
alapvetden paraffinos mintdkra lettek kifejlesztve, €s cytospinen lényegesen gyengébben
mikodnek. Ennek ellenére azért megfigyelhetd, hogy az o0sztédd sejtek citoplazmdjanak
pmTOR és pp70S6K festddése is intenzivebb barna szinreakcidt ad, a nem 0szt6do sejtekénél.
Nocodazole hatdsdra az oszt6dd, pmTOR, pp70S6K és pS6 pozitivitdst mutatd sejtek ardnya
az elézdekben bemutatott kisérleti eredményeinkhez hasonldan itt is lényegesen emelkedett.
Az mTOR aktivitds szerepét a pS6 mennyiségének novekedésében aldtdmasztjdk Western blot
vizsgalataink eredményei is. Kiilonféle elokezeléseket (nocodazol, rapamycin, staurosporin)
kovetdéen megnataroztuk a pS6 mennyiségét. A nocodazol kezelt sejtek lizdtumédban a pS6
fehérje mennyiségének emelkedését ki tudtuk mutatni, mig rapamycin (mTOR gatl6) kezelés
mellett gyakorlatilag eltlint a pS6 expresszid, hasonléan a G1 blokkot okozd staurosporin
kezelt sejtekben kapott eredményeinkhez (17.4bra). Western blot €s immuncitokémiai

eredményeink szerint tehat a megfigyelt emelkedett mitotikus S6 foszforilaci6é valdsziniileg
mTOR-fiiggo.

17.4bra Az M-blokkot okozé nocodazole Iényegesen emelte, a G1-blokkot okoz6 rapamycin
és staurosporin gyakorlatilag eltiintette az S6 foszforilaciot a sejtekben (Western blot)

Straurospotine 16h

Rapamycin 16h
~ Kontroll 16h

¥

*1 Nocodazole 16h

— pS632kDa —

— B-aktin 45 kDa —

A rapamycin  klinikai  felhaszndldsi  teriiletein  nemrég  kozolt eredmények
(szervtranszplantacids kezelésben a poszttranszplantdcids tumorok el6forduldsa alacsonyabb,
ill. bizonyos poszttranszplanticids tumorok esetén a rapamycin kezelésnek tumor ellenes
hatdsa is kimutathat6), valamint az a tény, hogy egyre tobb tumor esetében igazoljak a
fokozott mTOR aktivitadst arra utalhat, hogy ez a mitotikus pS6 expresszié nemcsak a
lymphoid és lymphoma sejtek tulajdonsaga, a pS6 dltaldnosan haszndlhaté mit6zis marker
lehet. Elébbiek miatt megvizsgédltuk bizonyos egyéb tumorok pS6 immunfestéseit,
amelyekben a mitotikus indexnek akar diagnosztikai, prognosztikai jelentdsége felmeriil.

Az eddig vizsgélt synovidlis sarcomdk, emld és colon carcinomdk esetében valamennyi
metszeten pS6 negativ az oszt6dd sarcoma és carcinoma sejteket taldltunk (18.4bra). Kettds
(pHH3 és pS6) festésekkel igazoltuk a jelenséget, amely szerint az osztodé lymphoma és
lymphoid sejtek pS6 pozitivitdisa nem jellemz6 daltaldnosan valamennyi tumortipusban,
sejttipus fliggd jelenség. Mindezek alapjan tovdbb gondolni a lymphoid és lymphoma sejtek
osztdédasdban kimutatott pS6 emelkedés hitterét és esetleges terdpids jelentdségét.

Az  elobb  bemutatott _eredményeinket és jelentoségét mdr bemutattuk  kiilonbozo
kongresszusokon, részleteit kozlésre elkiildtiik a J. Leukocytes Biol c. folydiratba Expression
of phosphorylated ribosomal S6 protein in mitotic human lymphoma cells cimmel (szerzok:
Egervdri G, Mdrk A, Hajdu M, Barna G, Sdpi Z, Krendcs T, Kopper L, Sebestyén A), jelenleg
a kézirat elbirdlds alatt van.




18.4bra pS6 immunhisztokémia synovidlis sarcoma (bal) és emlécarcinoma mintdban (jobb).
A nyilak a biztosan pS6 negativ osztod6 sejteket mutatjak
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SLE sejtek TGFb rezisztencidjanak hdttere

A lymphoma sejtek TGFb érzékenységével és a TGFb apoptotikus hatdsdval és szignaljaval
kapcsolatos munkdank sordn in vitro vizsgalatainkkal parhuzamosan nem hametoldgiai betegek
(normdl kontrol) és immunszuppressziv betegek keringé lymphocytdinak TGFb és TGFb
esetében kimutattuk, hogy a. az SLE-s betegek vérének plazma TGFb szintje szignifikdnsan
magasabb mint a kontroll személyeké; b. az SLE-s esetek tobb mint 50%-dban a T
lymphocytdk TGFb termelése megszlnik; illetve c. a TGFb jelatviteli elemek legalabb
egyikének (TGFbRI, Smad2, Smad3) expresszidja a betegek lymphocytdiban hidnyzik.
Adataink azt tdmasztjak ald, hogy elsésorban nem a lymphocyta sejtek TGFb termelésének
hianya, hanem a TGFb jelatviteli ut zavara, a koros sejtek TGFb jeldtviteli elemeinek
expresszid valtozdsa jarulhat hozza az autoimmun sejtek felszaporodasahoz.

Részletes eredményeink megjelentek a Pathology Oncology Research c. folydiratban Kohut E,
Hajdu M, Gergely P, Gopcsa L, Killidn K, Pdloczi K, Kopper L, Sebestyén A: Expression of
TGFbetal and its signaling components by peripheral lymphocytes in systemic lupus
erithematosus cimmel (Pathol Oncol Res., .2008 Nov Epubsahead; IF:1,241)

TGFb és a Notch jeldtviteli it kooperdcidja

Munkénk sordn vizsgdltuk a transzformdal6 novekedési faktor béta (TGFb)- és a Notch-jelut
lehetséges kapcsoldddsi pontjait is. A Notch-jelit patogenetikai jelentdségét szamos adat
tdmasztja ald T-sejtes akut leukémidkban, B-sejtes eredetli daganatokban azonban szerepe
ellentmonddsos. A jelatviteli tt tobb tagjanak mRNS-szintli expressziés mintdzatit elemezve
megallapitottuk, hogy a Notch-receptorok, -ligandok és a Deltex szabdlyozé molekula



expresszidja normdl B-sejtekben és B-sejtes chronicus lymphoid leukémidban (B-CLL)
hasonlé. A Hairy/Enhancer of Split-1 (HES-1) Notch-célgén a normdl B-sejtekben altaldban
nagyobb mértékben expresszalodik, mint B-CLL-ben. A vizsgalt gének expresszids mintdzata
nem mutatott Osszefiiggést a CLL klinikai és prognosztikai paramétereivel (Hajdu M,
Sebestyén A, Barna G, Reiniger L, Janosi J, Sréter L, Varkonyi J, Demeter J, Kopper L:
Activity of the notch-signaling pathway in circulating human chronic lymphocytic leukemia
cells. Scand J Immunol. 65:271-5, 2007; IF: 2,09). Megallapitottuk, hogy in vitro B-NHL
sejtvonalakban a Notch-jelut gatldsa (y-szekretdz-inhibitorral; GSI) vagy ligandfiiggd
aktivicidja (DIl4 liganddal) onmagdban nem befolyasolja az apoptdzis mértékét.

A két jelatviteli ut egyiittmiikodését mas sejttipusokban mar leirtdk, ezért feltételeztiik, hogy
B-NHL-ben is 1étrejohet hasonl6 kolcsonhatds, amely a TGFb-érzékenységet befolyasolhatja.

Megallapitottuk, hogy TGFb-rezisztens sejtvonalakban sem a GSI, sem a DIl4 nem éllitja
helyre a TGFb-érzékenységet, TGFb-érzékeny B-NHL sejtvonalakban azonban a DAPT (y-
szekretdz-inhibitor) csokkenti a TGFb-indukalt apoptézist (19.4bra). A HES-1 a TGFb
transzkripciondlis target génjének bizonyult TGFb-érzékeny sejtvonalakban (20.4bra).

19.4bra Notch-ligand (Dll4) és Notch-jelit (DAPT) gatlo6 hatdsa a TGFb indukalt
apoptézisban
*szignifikdns valtozas
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20.abra TGFb kezelés hatdsa a Notch jeltt target (HES-1) génjének expresszidjara
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A TGFb indukalt Hes-1 expresszidja idoében bifazisosnak bizonyult, egy és hat 6randl mutatott
emelkedést, €s a DAPT kezelés csak a késObbi expresszid valtozast befolyasolta, mig a TGFb
indukalt TIEG, HERP1 expresszié emelkedést, valamint a c-Myc és NRARP expressziot nem
befolyésolta (21.4bra).



21.abra TGFb indukélt génexpresszio valtozasok és azok DAPT fiiggése
*szignifikdns valtozas
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Adataink alapjan a Notch-jelut a B-NHL sejtek apoptotikus folyamatainak szabalyozdsaban
nem jdatszik koOzponti szerepet, kolcsonhatdsba léphet azonban a TGFb-jelatvitellel, és
modosithatja annak hatdsait. Eredményeink arra is figyelmeztetnek, hogy a Notch-inhibitorok
klinikai kiprobéldsa elott azok hatdsdnak alapos, sejttipusfiiggd feltérképezése sziikséges.
Részletes eredményeinket kozlésre elkiildtiik a Cytokine c. folyoiratba Notch-regulation of
TGFb-induced apoptosis and gene expression in human B-cell non-Hodgkin lymhomas
cimmel (szerzok: Hajdu Melinda, Kopper Ldszlo, Sebestyén Anna), jelenleg a kézirat elbirdlds
alatt van.

Osszefoglalva

A legtobb daganat, igy a lymphomdk esetében is jol ismert, hogy a daganatsejtek elvesztik
érzékenységiiket negativ szabalyozoikkal, példaul a TGFb-val szemben. A TGFb hatasaban
fontos jelatviteli halézatok szerepét, a TGFb apoptotikus és proliferacié gatlé hatésait
vizsgéltuk in vitro és in vivo.



Kimutattuk, hogy lymphomakban a TGFb érzéketlenség hétterében nem a jelatviteli elemek
expresszid valtozdsa, hidnya all. Vizsgaltuk a TGFb és a Notch jelatviteli ut kolcsonhatdsat.
Smad4 siRNS kisérleteink segitségével leirtuk €s jellemeztiik a TGFb Smad4 fiiggetlen, PP2A
fliggd alternativ jelatviteli mechanizmusait, amelyekkel lymphoma sejtekben aktivalhatéak a
TGFb fiiggd apoptotikus folyamatok. Kimutattuk, hogy a rapamycin képes helyredllitani,
fokozni a lymphomasejtek TGFb érzékenységét in vitro, igy segitheti a kiillonbozo
kemoterdpids szerek hatékonysdgit in vivo. Jellemeztik a rapamycin és egy masik
immunszuppressziv szer a mycophenolsav hatékony Hodgkin és Non-Hodgkin lymphoma
ellenes hatdsait in vitro €s in vivo. Kimutattuk, hogy a rapamycin képes fokozni a Rituximab
hatdsdt NHL xenograftokban. Vizsgdltuk a kiilonb6z6 lymphomasejtek mTOR aktivitasat.
Eredményeink alapjan bizonyos lymphomak esetében az mTOR aktivitds potencidlis terdpids
célpont, gatlasa segitheti a lymphomasejtekben gatolt negativ szabdlyozok felszabaditasat, igy
a mar alkalmazott terdpidk hatékonysdganak fokozasat.

Parhuzamosan jellemeztik mds lymphoproliferativ betegségekben a TGFb érzékenység
valtozast, a systemic lupus erythematosusos betegek lymphocytdiban a lymphomasejtekkel
ellentétben a jelatviteli elemeinek expresszid valtozasa all a TGFb rezisztencia hatterében.

A palydzattal kapcsolatos eredmények jelentisége - kozlemények

A bemutatott és Osszefoglalt munkank eredményeit ennek az OTKA projekt szamanak
feltiintetésével 3 nemzetkozi folydiratban mar megjelentettiik
1. Sebestyén A, Hajdu M, Kis L, Barna G, Kopper L:
Smad4-independent, PP2A-dependent apoptotic effect of exogenous transforming
growth factor beta 1 in lymphoma cells.
Exp Cell Res. 313:3167-74, 2007, IF: 3,777
2. Végsé Gy, Sebestyén A, Paku S, Barna G, Hajdu M, Téth M, Jaray J, Kopper L:
Antiproliferative and apoptotic effects of mycophenolic acid in human B-cell non-
Hodgkin lymphomas.
Leuk Res. 31:1003-8, 2007; IF: 2,483
3. Kohut E, Hajdu M, Gergely P, Gopcsa L, Kilidn K, Paléczi K, Kopper L, Sebestyén A:
Expression of TGFbetal and its signaling components by peripheral lymphocytes in
systemic lupus erithematosus cimmel
Pathol Oncol Res., .2008 Nov Epubsahead; IF:1,241
Tovéabbi harom kozleményiink jelenleg elbirdlas alatt all
Hematologica
Sebestyén Anna, Hajdu Melinda, Mark Agnes, Varga Viktéria, Nemes Karolina,
Barna Gaébor, Kopper Laszl6:
Synergy or more in TGFb and rapamycin induced apoptotic effect in human high
grade lymphoma cells
J. Leukocytes Biol
Egervéri G, Mark A, Hajdu M, Barna G, Sdpi Z, Krendcs T, Kopper L, Sebestyén A:
Expression of phosphorylated ribosomal S6 protein in mitotic human lymphoma cells
Cytokine
Hajdu Melinda, Kopper Lészl6, Sebestyén Anna:
Notch-regulation of TGFb-induced apoptosis and gene expression in human B-cell
non-Hodgkin lymhomas

A palyazati munkdm sordnlehetéségem volt egy hazai foly6iratban a TGFb daganatbioldgiai
szerepével kapcsolatban egy 0sszefoglal6 kozlemény kozlésére
Sebestyén A, Hajdu M, Kopper L:



TGFb- a Janus arcu citokin: a TGFb tumorszupresszor szerepének kettdssége
Orvosképzés 2006 3:169-183

Emellett PhD és TDK hallgatéimmal szdmos rangos hazai (14) és nemzetkozi (11)
kongresszuson tudtuk bemutatni a pélyazattal kapcsolatos eredményeinket. TDK hallgatéim
nemcsak hazai, hanem nemzetk6zi TDK konferencidkon is szdmos elsé Dijat szereztek (3 elsé
dij a Semmelweis Egyetem TDK Konferencidin 2006-, 2008-, 2009-ben, I dij az EuropaiDidk
Konferencidan Berlinben 2008-ban, a legjobb kiilfoldi eloado dija a Marosvdsdrhelyi TDK
Konferencidan 2008-ban), részben ezek elismeréseként 2009-ben megkaptam a Semmelweis
Egyetem Kivdlo Tudomdnyos Didkkori Nevelo kitiintetést.



